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RÉSUMÉ
Suite à des agents endommageant l’ADN, p53 maintient l’intégrité du génome et
prévient la transformation cellulaire. P53 joue un rôle essentiel dans la réparation par
excision de nucléotides (NER), une voie antinéoplasique cruciale enlevant les
dommages à l’ADN tels que les dimères cyclobutyliques de pyrimidines (CPDs)
induits par les rayons solaires UV. Deux sous-voies ont été caractérisées (i) la
réparation globale (GNER), qui élimine les dommages sur tout le génome; et (ii) la
réparation couplée à la transcription (TCNER) qui excise seulement les lésions sur le
brin transcrit des gènes actifs. P53 est essentielle pour l’efficacité de la voie GNER,
mais son rôle dans la voie TCNER est controversé. Nous avons utilisé la technique
de réaction en chaine de la polymérase médiée par une ligation (LMPCR), afin de
démontrer que le rôle de p53 dans la voie TCNER, et non dans la voie GNER,
dépend de la longueur d’ondes d’UV incidents. En effet, les cellules humaines
déficientes en p53 ont une réduction de l’efficacité des voies GNER et TCNER après
irradiation avec des UVB (290-320nm), comparées aux cellules ayant une p53
normale. Par contre, après irradiation aux UVC 254nm, l’absence de p53 entraîne
une diminution de l’efficacité de la GNER seulement. Ainsi, cette étude révèle que le
mutagène modèle UVC 254nm très largement utilisé, ne reflète pas les effets
environnementaux des UVB.
L’infection par le virus de l’Hépatite B (HBV) est un facteur de prédisposition
critique au carcinome hépatocellulaire. HBx, une protéine codée par HBV, interfère
avec p53 et interragit avec une variété de voies impliquées dans la réponse aux
agents endommageant l’ADN, dont la NER. En effet, HBx inhibe la voie GNER
mais son rôle dans la voie TCNER reste indéterminé. Afin d’élucider le rôle de HBx
dans la TCNER , nous avons utilisé des lignées lymphoblastoïdes isogéniques TK6,
exprimant HBx (1K6-HBx), ou déficientes en p53 (NH32). Comparées à TK6, TK6-
HBx et NH32 ont une réduction des niveaux d’apoptose après irradation aux UVB
ou aux UVC, mais aucune différence n’a été observée quant à la survie
clonogénique. Les études de réparation révèlent que les cellules TK6-HBx sont
déficientes en GNER et en TCNER après irradiation aux UVB ou UVC. Ces
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résultats démontrent pour la première fois que la protéine HBx peut réduire
l’efficacité de la voie TCNER dans les cellules humaines indépendamment de p53.
Ces résultats pourraient contribuer à une meilleure compréhension du rôle du HBV
dans le carcinome hépatocellulaire.
MOTS CLÉS:
p53; réparation par excision de nucléotides; réparation couplée à la transcription;
HBV; HBx; UV; carcinome hépatocellulaire; LMPCR
VABSTRACT
Nucleotide excision repair (NER) prevents skin cancer by eliminating highly
genotoxic cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) induced in DNA by the UV
component of sunlight. NER consists of two overlapping subpathways, i.e., global
NER (GNER) which removes CPD from the genome overall, and transcription
coupled NER (TCNER) which removes CPD uniquely from the transcribed strand of
active genes. Previous investigations have clearly established that the p53 tumour
suppressor plays a crucial role in GNER, but its role in TCNER is controvercial.
Here we employed the ligation-mediated polymerase chain reaction (LMPCR)
technique to demonstrate, at nucleotide resolution along two chromosomal human
genes, that the requirement for functional p53 in TCNER, but not in GNER, is
dependent upon incident UV wavelength. Indeed, relative to an isogenic p53-wild
type counterpart, p53-deficient human lymphoblastoid strains were shown to be
deficient in GNER and TCNER following exposure to polychromatic UVB (290-
320-nm). However in contrast, after irradiation with 254-nm UV, p53-deficiency
engendered less efficient CPD repair only along the nontranscribed strands of these
target genes. Hence, our finding highlights a major caveat in experimental
photobiology, by providing a prominent example where the extensively used
“nonsolar” model mutagen 254-nm UV does not accurately replicate the effects of
environmentally relevant UVB.
P53 functions can be inactivated by the hepatitis B virus X protein (HBx). HBx is
firmly implicated in liver cancer and exogenous HBx expression has been shown to
inhibit GNER and affect various signaling pathways. However it remains
undetermined whether HBx also interferes with TCNER. To address this, we used
the human lymphoblastoid strain TK6, and isogenic counterparts expressing HBx
(TK6-HBx) or calTying a homozygous p53 gene knockout (NH32). Relative to TK6,
TK6-HBx and NH32 manifested reduced levels of apoptosis following exposure to
either UVB or UVC, although no differences in clonogenic survival were observed.
DNA repair studies revealed that TK6-HBx exhibited defective TCNER after
vi
irradiation with either UVB or UVC. This data demonstrate for the first time that
HBx can reduce the efficiency of TCNER in human ceils independently of p53, thus
suggesting a major contribution for HBx in the developpement of liver cancer.
KEYWORDS:
p53; nucleotide excision repair; transcription-coupled repair; HBV; HBx; UV;
hepatocellular carcinoma; LMPCR
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CHAPITRE I
INTRODUCTION
2I) Les rayons ultraviolets, un mutagène modèle.
1) Généralités
En 1801, Johann W. Rotter, un physicien allemand, met en évidence pour la
première fois, l’existence d’un rayonnement ultraviolet (UV), à l’aide de prismes.
Néanmoins, ce n’est quau XXème siècle qu’un enregistrement photographique du
spectre UV sera réalisé. Les rayons UV font partie du spectre électromagnétique
émis par le soleil et sont divisés en trois types selon leurs longueurs d’onde : les
UVA (320 à 400 nm), les UVB (280 à 320 nm) et les UVC (100 à 280 nm) (figure
1).
Figure 1. Le spectre électromagnétique.
La couche d’ozone stratosphérique de la Terre, bloque une grande partie de
ce rayonnement UV. En effet, les rayons de type UVC sont complètement bloqués
par la couche d’ozone et n’atteignent donc pas la surface de la Terre, mais certaines
personnes peuvent y être exposées via des sources artificielles comme des lampes
germicidales. Par contre les UVA ainsi qu’une grande partie des UVB, ne sont pas
200nm 2$Onm 320nm
Zone d’absorption par l’ozone
400nrn
3bloqués par la couche d’ozone et ont des conséquences biologiques majeures chez
les humains.
Les UVA sont faiblement absorbés par la pluspart des composants cellulaires,
mais génèrent une grande quantité d’espèces oxygénées réactives (ROS) par
l’intermédiaire d’une variété de chromophores (1, 2). Par contre les UVB, bien qu’ils
génèrent aussi des ROS, sont absorbés par les protéines et l’ADN, et vont par
conséquent entraîner directement la formation de dommages à l’ADN. De plus, alors
que 20% des UVA vont pénétrer les couches profondes de l’épiderme et du derme,
seulement 2% à 10% des UVB vont atteindre cette profondeur. Par contre, le
chromophore principal des UVC est l’ADN, et ceux-ci ne générent que très peu de
ROS et pénétrent très peu profondemment les tissus.
Les humains sont soumis aux rayonnements UV quotidiennement, soit en
s’exposant à la lumière solaire, soit via des sources de lumière artificielles. Les
organes cibles des UV sont la peau et les yeux. Une exposition prolongée aux UV va
mener au bronzage et entraîner le vieillissement prématuré de la peau, mais peut
aussi avoir des conséquences plus graves comme l’apparition d’érythèmes, de
brûlures (coups de soleil), d’irnmunosuppression, de dommages permanents à la
rétine, et eventuellement de cancers de peau (3).
2) La carcinogénèse induite par les rayons UV
Les rayons UV sont des carcinogènes complets agissant à toutes les étapes de
la carcinogénèse: l’initiation, la stimulation et la progression. II est aujourdhui bien
établi que les UV génèrent des dommages à l’ADN dont des cassures simple brin,
des photoproduits de pyrimidines ainsi que des liaisons protéine-ADN (4). Les deux
principaux photoproduits générés par les UV sont les photoproduits pyrimidine(6-4)
pyrimidone (6-4 PPs) et les dirnères cyclobutyliques de pyrimidines (CPDs) (figure
2), qui vont entraîner une distortion de l’ADN et un arrêt de la transcription. Parmi
les lésions créées par les UV au niveau de l’ADN, les CPDs sont considérés comme


























Figure 2. Les principaux photoproduits générés par les rayons UV.
5sont réparés plus efficacement, puisque 90 % d’entre eux sont éliminés 3 h après
irradiation, certainement parce qu’ils entraînent une plus grande distortion de la
molécule d’ADN que les CPDs (8, 9). Néanmoins, des études ont montré que les 6-4
PPs peuvent aussi être impliqués dans la mutagénèse induite par les UV même si ils
sont réparés plus rapidement que les CPDs (10, 11). Par ailleurs, les UVA, bien
qu’ils n’affectent pas directement l’ADN, joueraient aussi un rôle important dans la
mutagénèse solaire (12). Si les dommages induits par les UV ne sont pas réparés
efficacement, ceux-ci peuvent générer des mutations dans la séquence d’ADN. Les
mutations les plus fréquemment et spécifiquement induites par les UV sont les
transition C à T et CC à TT et sont considérées comme la signature des UV (13-16).
La règle du «A» a été proposée pour permettre d’expliquer la formation des
mutations induites par les UV (17). Selon cette règle, l’ADN polymérase eta (h)
insérerait une adénine (A) par défaut en face d’une lésion ne pouvant être interprétée.
C’est pourquoi, une mutation se produira lorsque le dimère cyclobutylique se
formera au niveau des dimères cyclobutyliques de pyrimidine CT ou CC, et non au
niveau des dimères TT puisqu’un A sera normallement inséré en face des T. Lorsque
l’ADN sera répliqué, il y aura apparition d’une mutation C à T ou CC à TT.
De nombreuses études ont montré le rôle primordial des rayons UV dans les
cancers de la peau (18-24). Par ailleurs, l’incidence des cancers de peau est en
augmentation alarmante depuis les dernières décénies. li existe deux grands types de
cancers de peau les mélanomes et les cancers de peau de type non-mélanome
(NMSC). On estime à plus d’un million par année, le nombre de nouveaux cas de
NMSC aux Etats-Unis (25). Parmi les NMSC, on distingue les carcinomes des
cellules basales (BCC) et les carcinomes des cellules squameuses (SCC). Les BCC et
les SCC sont les deux types de cancer de peau les plus fréquents et aussi les moins
mortels. En effet, un traitement tôt et efficace d’un BCC résulte en un taux de
guérison de 95 %. Par contre les mélanomes, provenant des mélanocytes, sont la
forme la plus dangereuse des cancers de peau. Ce type de cancer est de plus en plus
fréquent, et le nombre d’individus atteint a augmenté plus que n’importe quel autre
type de cancer durant les dix dernières années.
6L’apparition d’un cancer de la peau est un processus comprenant plusieurs
étapes faisant intervenir l’inactivation de plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs,
dont fréquemment le gène p53 (voir paragraphe ifi) (20, 26-30).
3) La réponse cellulaire aux rayons UV
Outre les dommages au niveau de l’ADN, les rayons UV induisent d’autres
effets cellulaires indépendants des dommages à l’ADN appelés la réponse aux UV
(« UV response ») (figure 3) (31). Cette réponse entraîne l’expression rapide des
gènes c-fos, c-jun et NF-içE (32). L’initiation par les UV du signal menant à
l’induction précoce de ces gènes est certainement due à l’activation de récepteurs
membranaires par les UV. En effet, plusieurs études ont montré que les rayons UV
sont capables d’activer les récepteurs membranaires tel que le recepteur au facteur de
croissance épidermique (EGFR) (33, 34). Les UV entraineraient une oligomérisation
et l’internalisation de EGFR et du récepteur du facteur de nécrose tumorale (TNFR),
en l’absence de ligand, très rapidement après irradiation aux UVB (35). Suite à
l’activation de ces récepteurs, une cascade de signalisation intracellulaire serait
activée menant à diverses réponses cellulaires telles que l’arrêt du cycle cellulaire, la
mort cellulaire par apoptose, ou la réparation de l’ADN (figure 3). De nombreuses
études ont montré l’activation de protéines de signalisation suite à une irradiation
aux UV. En effet, les protéines kinases activées par les mitogènes (MAPKs) seraient
activées par les UV. Les MAPKs sont un groupe de protéines kinase impliquées dans
la réponse des cellules à des changements de leur environnement (36). Ces voies de
signalisation sont normalement initiées à la surface suite à la liaison d’un ligand
spécifique à divers récepteurs. Les MAPKs permettent le transfert des signaux de la
surface vers le noyau afin d’induire la transcription de gènes codant pour des
protéines impliquées dans des mécanismes cellulaires spécifiques aux signaux
envoyés. Chez les vertébrés, trois voies MAPKs ont été identifiées la voie de la
kinase régulée par les signaux extracellulaires (MAPKJERK), la voie p38 MAPK, et
la voie de la protéine kinase activée par le stress! kinase c-Jun N- terminale
7Récepteur membranaire
(EGFR, PDGFR, TNFR)














Figure 3. La réponse cellulaire aux rayons UV.
8(SAPKIJNK) (37, 38). Ces trois voies sont basées sur le même schéma d’activation
divisé en trois modules: la MAPK est activée par une MAPK kinase (MAPKK) qui
est elle-même activée par une MAPK kinase kinase (MAPKKK). L’interrelation de
ces trois voies permet de réguler la réponse cellulaire en fonction du signal envoyé
(39). Les UV entraineraient l’activation des trois types de MAPK: SAPKJJNK, ERK
at p38 (40-45). Par ailleurs, cette cascade de signalisation induite par les UV serait
partiellement dépendante de l’activation de la protéine G Ras (46, 47). Néanmoins,
cette cascade de signalisation intracellulaire indépendante des dommages à l’ADN
serait extrèmement variable et modulable selon la longueur d’onde et la dose d’UV
employées (48). De plus, cette voie serait aussi modulée par les niveaux de ROS
générés à l’intérieur de la cellule par les rayons UV (49-51). Ainsi, la réponse
cellulaire pourrait varier en fonction de la modulation de cette voie de signalisation.
Les rayons UV constituent donc un modèle de choix pour l’étude de la
réponse cellulaire au stress et aux dommages à l’ADN.
II) La réparation par excision de nucléotïdes
1) Mécanismes
Afin de prévenir l’apparition de mutations et de préserver l’intégrité du
génome, les cellules humaines ont développé d’importants mécanismes leur
permettant de réparer les dommages causés à l’ADN par les carcinogènes
environnementaux. La voie de réparation par excision de nucléotides, ou NER
(« nucleotide excision repair »), permet aux cellules d’éliminer les lésion causant un
arrêt de la transcription et déformant la structure de la molécule d’ADN, dont les
dommages induits par les UV ainsi que les lésions volumineuses, ou «bulky
adducts », comme celles générées par la toxine hépatique aflatoxine Bi (voir
paragraphe W 2) ), ainsi que les dommages causés par les hydrocarbures
polycycliques aromatiques de la fumée de cigarette, et les agents
chimiothérapeutiques comme le cisplatine (52-54). Ces dommages doivent être
réparés avant la réplication de l’ADN, afin d’éviter l’apparition des mutations
pouvant altérer l’intégrité du génome. La voie de réparation NER fait intervenir plus
9de trente gènes et est composée de six étapes majeures la reconnaissance de la
lésion, l’ouverture et le déroulement de l’hélice d’ADN, l’incision du brin
endommagé de part et d’autre du dommage, l’excision du fragment d’ADN
contenant le dommage, la resynthèse du brin endommagé, et la ligation du brin
réparé (figure 4) (55). Le mécanisme de réparation NER est composé de deux sous-
voies ne différant qu’au niveau de la reconnaissance du dommage, le reste de la voie
étant commune (56). La voie de réparation globale, ou GNER (« global NER »)
répare les lésions sur l’ensemble du génome alors la voie de réparation couplée à la
transcription, ou TCNER (« transcription-coupled NER »), va éliminer les
dommages localisés sur le brin transcrit de gènes actifs uniquement (figure 4) (56-
60).
La voie GNER est initiée par la reconnaissance du dommage par le complexe
protéique XPC/hHR23B (61, 62). La protéine XPE jouerait aussi un rôle dans cette
étape puisqu’elle possède une affinité pour l’ADN endommagé par les UV (63).
Suite à la reconnaissance de la lésion, les protéines XPA, RPA (« replication protein
A ») et TFIIH sont recrutées (64, 65). TFffl-1 est un facteur de transcription basal
contenant les hélicases XPB et XPD permettant le déroulement de la double hélice
d’ADN en présence d’adénosine triphosphate (ATP) et facilité par la protéine RPA
(66, 67). TFIIH est un complexe protéique primordial à la viabilité des cellules,
puisqu’une inactivation de XPB et XPD est léthale chez la souris (68). Les
endonucléases XPG et ERCC1/XPF sont ensuite recrutées et vont cliver le brin
endommagé en 3’ et en 5’ du dommage respectivement, générant un oligonucléodide
de 24 à 32 nucléotides (69, 70). L’étape de resynthèse implique les protéines RPA,
PCNA (« proliferating ccli nuclear antigen »), RCF (« replication factor C »), ainsi
que les polymérases ou E (71).
La voie de réparation TCNER est activée lorsque l’ARN polymérase II
(ARNp01II) est bloquée au site du dommage lors de la transcription (72).
XPC/hHR23B est le seul complexe de réparation NER dispensable à la voie TCNER
(73). L’ARN polIi agit elle-même comme facteur de reconnaissance du dommage























Figure 4. La réparation par excision de nucléotides (NER).
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commune, suite à son retrait (figure 4) (74),(75). Par ailleurs, les protéines CSA et
CSB joueraient un rôle spécifiquement dans la voie TCNER puisque les cellules
déficientes en CSA ou CSB ont un défaut en TCNER mais ont une GNER normale,
et leur interaction avec ARNpoifl a été démontrée (76).
2) Implication de la réparation par excision de nucléotides
dans la carcinogénèse
L’implication de la NER dans la carcinogénèse est supportée par le fait qu’un
défaut dans une protéine des voies GNER ou TCNER est responsable de l’apparition
de divers syndromes t le xeroderma pigmentosum (XP), le syndrome de Cockayne
(CS), et la trichothiodystrophie (TTD). Ces syndromes très rares vont entraîner une
photosensibilité chez les individus atteints. Les individus XP ont des mutations dans
un des gènes XPA à XPG, et sont sujets à des altérations dégénératives progressives
de la peau et des yeux plus ou moins sévères selon le gène atteint, si ils s’exposent au
soleil (77). L’ age moyen des symptômes est de deux ans. De plus, les individus XP
ont un risque de développer des cancers de peau multiplié par mille par rapport aux
individus sains et ont aussi un risque élevé (dix ou vingt fois) de développer certains
types de cancers internes. La majorité des patients vont développer des cancers de
type BCC et SCC, et parfois des mélanomes à un age moyen de huit ans. Par ailleurs,
moins de 20% des patients XP vont démontrer des anomalies neurologiques
progressives, surtout les patients XPAa qui ont des symptômes plus sévères que les
patients XPF par exemple. En effet, le syndrome X? est caractérisé par une
hétérogénéité génétique et, par conséquence, on observe une grande variabilité dans
la sévérité du défaut en réparation et des symptômes tels que la sensibilité au soleil et
les anomalies neuronales, selon le type de mutation et le gène impliqué.
Le syndrome CS est caractérisé par une photosensibilité cutanée et un retard
physique et mental, mais le risque de développer un cancer de la peau chez les
individus atteints n’est pas augmenté (78). De plus les individus CS meurent à l’age
moyen de 12,5 ans, souvent de pneumonie ou d’autres infections respiratoires. Le
syndrome CS est caractérisé par une mutation dans les gènes CSA ou CSB, indiquant
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donc un défaut en TCNER uniquement, et une GNER normale. Le fait que les
individus CS ont une GNER normale expliquerait peut-être qu’ils n’ont pas de risque
augmenté de cancer puisqu’ils sont quand même capables de réparer leur ADN
endommagé. D’autre part, il semblerait que le patients CS soient aussi déficients en
réparation des dommages oxydatifs (79).
Le troisième syndrome impliquant les gènes de réparation de la voie NER est
la TTD. Les individus atteint possèdent un retard mental et physique et sont
caractérisés par les cheveux cassants et de l’ichthiose (desquamation de la peau).
Une photosensibilité a été rapportée chez certains patients TTD, mais pas chez la
totalité. Les individus lTD possèdent une mutation dans les gènes de réparation
XPB, XPD ou TIDA, chacun codant pour une sous-unité de IFIII-T ($0).
Ainsi, ces différents syndromes démontrent l’importance de la voie NER
dans le maintient de la stabilité génomique, et comment un défaut dans cette voie,
notamment chez les patients XP, peut entrainer une prédisposition au cancer.
III) Le suppresseur de tumeurs p53
1) Structure
C’est en 1979 qu’est parue la première publication décrivant l’interaction
entre un virus associé au cancer (SV4O) et une protéine cellulaire de 53 kDa ($1).
Cette protéine, appelée par la suite p53, fut alors reconnue comme oncogène, puis
comme suppresseur de tumeurs après le clonage moléculaire de son ADN
complémentaire (ADNc) en 1985 ($2). En effet, de nombreuses propriétés attribuées
initiallement à p53 telles que sa capacité d’immortaliser des cellules et de
transformer des fibroblastes primaires de rat en coopération avec ras, ainsi que
l’augmentation de l’efficacité de son pouvoir transformant lorque celle-ci est mutée,
suggéraient que p53 agissait comme un oncogène (83-$5). Néanmoins, on détermina
par la suite que l’ADNc de p53 utilisé dans ces expériences contenait des mutations
affectant la conformation et la fonction de la protéine, et que la perte d’expression ou
de fonction de p53 est un facteur important dans la transformation cellulaire ($6-89).
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Ces études ainsi que d’autres études subséquentes, ont permis d’établir clairement
que p53 est un suppresseur de tumeurs, non un oncogène.
Le gène codant pour p53 est localisé sur le bras court du chromosome 17
(Ï7p3) et est constitué d’environ 20 kb contenant 11 exons (90-92). Par ailleurs, p53
est très conservée entre les espèces, surtout au niveau des régions cruciales pour les
fonctions de p53 (93, 94). La protéine p53 contient 393 acides aminés et quatres
domaines fonctionnels majeurs un domaine d’activation de transcription en N-
terminal, un domaine de liaison à l’ADN dans la partie centrale, ainsi qu’un domaine
d’oligomérisation (tétramérisation) et un domaine de régulation en C-terminal de la
protéine (figure 5).
Figure 5. Représentation schématique de la structure de la protéine p53.
N, région amino-terminale; C, région carboxy-terminale; P site de phosphorylation.
Les nombres réfèrent aux résidus d’acides aminés.
La portion N-terminale de p53 permet de recruter les facteurs appartenant à la
machinerie de transcription basale, dont la protéine liant la boite TATA (TBP) et le
facteur associé à TBP (TAF), composants du complexe TFIID (95, 96). Les protéines
RPA ainsi que la sous-unité p62 du facteur de transcription et de réparation TFIIH
interragissent aussi avec le domaine N-terminal de p53 (97, 98). Par ailleurs, ce
domaine de transactivation est aussi le site de liaison du régulateur négatif de p53,
MDM2 (99, 100). La régulation de p53 par MDM2 est bidirectionnelle (101). En
effet, en liant p53, MDM2 inhibe son activité de transactivation et permet de
contrôler les niveaux de p53 dans la cellule puisque MDM2 cible p53 pour sa
N C
Transactivation Liaison à l’ADN Tétramérisation
(1 50) (102 292) (323 356) Régulation
(363 à 393)
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dégradation (102). Par ailleurs, le gène mdm2 est lui-même transactivé par p53,
permettant un rétrocontrôle négatif de p53 sur son activité (103). De plus, la région
N-terminale de p53 est la cible de protéines virales telles que EÏB-55kDa de
l’adénovirus, la protéine E6 du virus du papillôme humain (HPV), et de la protéine x
du virus de l’hépatite B (HBx, voir paragraphe VI), qui vont ainsi inhiber ses
fonctions (104-107).
La région centrale de p53 est le site de 80 à 90% des mutations retrouvées
dans les tumeurs et contient le domaine de liaison à l’ADN qui reconnaît et lie une
séquence consensus (108). Cette région de p53 est aussi le site de liaison de
l’antigène T du virus SV4O et des protéines cellulaire 53BP1 et 53BP2 (109-l li), et
contient un atome de zinc permettant de stabiliser la liaison de p53 à la molécule
d’ADN (112).
Le domaine C-terminal de la protéine p53 possède une région flexible
capable de connecter le domaine central avec la région C-terminale, ainsi qu’un
domaine de tétramérisation. En effet, il est bien établi que la protéine p53 forme des
tétramères par l’intermédiaire de ce domaine, et que la formation de tétramères est
nécessaire aux fonctions de p53 (113, 114). Par ailleurs, le domaine C-terminal
contient trois signaux de localisation nucléaires (NLS) permettant à p53 de pénétrer
dans le noyau et d’y exercer ses fonctions de transactivation. La région située à
l’extrémité C-terminale est connue sous les noms de domaine régulateur, de domaine
apoptotique ou de domaine de reconnaissance des dommages à l’ADN. Cette portion
semblerait agir comme régulateur négatif de la liaison de p53 à une séquence
spécifique (115, 116). La région C-terminale de p53 peut être liée par les protéines
XPB et XPD de TFIIH, ainsi que la protéine CSB, suggérant un rôle important de
p53 dans les voies GNER et TCNER (117) (voir paragraphe ifi 5)). Par ailleurs, la
protéine HBx lierait aussi la portion C-terminale de p53, empêchant ainsi son
intelTaction avec XPB (105).
D’autre part, plusieures études ont montré que p53 subit de nombreuses
modification post-traductionnelles afin d’être activée telles que des
phosphorylations, acétylations, glycosylations et sumoylations, en réponse aux
dommages à l’ADN (118-120).
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2) Rôle de p53 dans la réponse aux dommages à l’ADN
Les souris transgéniques déficientes en p53 se développent normalement
mais ont une forte prédisposition à un développement précoce de tumeurs. Par
ailleurs, de nombreuses études ont montré que p53 joue un rôle crucial dans la
réponse aux dommages à l’ADN, en participant aux mécanismes d’apoptose et
d’arrêt du cycle cellulaire. Suite à des dommages à l’ADN, p53 est rapidement
stabilisée et s’accumule dans la cellule. Plusieurs types de dommage au niveau de
l’ADN vont entraîner une stabilisation et une activation de p53, dont ceux générés
par les radiations ionisantes (rayons y ou W), les UV, ainsi que des composés liant
l’ADN comme le méthyl méthane sulfonate (MMS) et la toxine hépatique afaltoxine
Bi (voir paragraphe W 2)) (121). L’augmentation des niveaux intracellulaires de
p53 est majoritairement causée par les modifications post-traductionnelles que subit
la protéine, et non à une augmentation dramatique des niveaux de Ï’ARNm de p53
(122). Ces modifications post-traductionnelles vont entraîner une forte augmentation
de la demi-vie de la protéine (i23). Néanmoins, le contrôle de la traduction de
l’ARNm de p53 jouerait aussi un rôle clé dans la réponse aux dommages à l’ADN
puisqu’en présence de l’inhibiteur de la traduction cycloheximide, l’accumulation de
p53 est réduite et l’arrêt du cycle cellulaire partiellement inhibé (122). Les
modification post-traductionnelles majeurs suite aux dommages à l’ADN sont la
phosphorylation et l’acétylation de la protéine p53. En effet, suite à ces dommages,
p53 sera phosphorylée en N-terminal au niveau des sérines 15 et 20 (senS et ser20),
réduisant l’interraction de celle-ci avec son inhibiteur MDM2 (124, 125). De plus,
d’autres résidus sont phosphorylés comme la ser33 et ser37, ainsi que la ser392 qui
est phosphorylée suite à une irradiation aux UV, mais non aux W (118, 126, 127). La
phosphorylation de p53 est effectuée par des kinases de la famille des PI 3-kinases,
les protéines codées par le gène muté dans la maladie génétique ataxia-telangiectasia
(ATM) et la protéine qui y est reliée, AIR. ATM et AIR agissent en amont de p53
dans les voies de signalisation activées en réponse aux W, UVA et UVB pour ATM
et aux UVC pour ATR (figure 6) (128-131). AIM et AIR agiraient comme senseurs
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et seraient activées directement par les modifications de la structure de l’ADN
causées par les agents endommageant l’ADN (132). Par ailleurs, en plus de
phosphoryler p53, des études ont démontré qu’ATM phosphorylerait MDM2,
réduisant ainsi son potentiel inhibiteur sur p53 (133, 134). De plus, p53 serait
phosphorylée par les kinases CHKY et CHK2/hCDSY impliquées dans l’arrêt du
cycle cellulaire, au niveau de la ser20 (figure 6) (135). Cette dernière étant elle-
même phosphorylée par ATM (136). Une étude récentre a démontré que p53 pouvait
aussi être phosphorylée sur la ser46 et activée par la protéine kinase-2 interragissant
avec l’homéodomaine HWK2 (137). D’autre part, la déphosphorylation serait aussi
un mécanisme crucial dans la régulation de l’activité de p53, notamment au niveau
de la ser376, permettant ainsi la liaison de p53 à l’ADN (138). De plus, l’acétylation
est un mécanisme majeur dans l’activation de p53 (139). En effet, suite aux
dommages à l’ADN, p53 est acétylée au niveau des lysines 320, 373 et 382 par les













Figure 6. Modifications post-traductionnelles majeures de p53 en réponse aux
dommages à l’ADN.
P, phosphorylation; Ac acétylation.
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3) Rôle de p53 dans l’arrêt du cycle cellulaire
En réponse aux radiations ionisantes, p53 va induire un arrêt du cycle
cellulaire en phase Gi, afin de permettre aux cellules de réparer l’ADN endommagé
(141). Le cycle cellulaire est composé de quatre phases: la phase G1 au cours de
laquelle la cellule grossit et synthétise les ARNm et protéines nécessaires à la
réplication de l’ADN, la phase S qui permet la réplication de l’ADN, la phase G2
durant laquelle la cellule se prépare à entrer en mitose (phase M) permettant la
division de la cellule en deux cellules filles. La cellule possède plusieurs points de
contrôle, en phases Gi, S, et G2, afin d’éviter la poursuite du cycle lorsque l’ADN
est endommagé. Les fibroblastes embryonnaires de souris p53 -I- n’arrêtent pas leur
cycle en phase GÏ suite à une irradiation aux rayons y (142). Dans cette même étude,
les auteurs ont montré que les cellules ATM sont aussi déficientes en arrêt en Gi,
démontrant ainsi un rôle majeur des protéines p53 et ATM dans l’arrêt du cycle
cellulaire en Gi suite aux dommages à l’ADN. En effet, dans les fibroblastes
diploides normaux, une exposition aux radiations ionisantes va entraîner un arrêt
prolongé du cycle dépendant de p53, associé à une induction soutenue de la protéine
p21WAF1 (143). p2ÏWAFY est un facteur critique transactivé par p53, médiant
l’arrêt dépendant de p53 en phase Gi (144). Des études ont néanmoins démontré que
des fibroblastes embryonnaires de souris p2 l-I- , ne sont que partiellement déficients
en arrêt en phase G1 après exposition aux R, suggérant l’existence d’une voie
indépendante de p21 (145). p21 appartient à la famille des inhibiteurs de kinases
dépendantes des cyclines (CDKTs), dont fait aussi partie la protéine p16 . Les
cyclines sont des protéines nécessaires à la progression du cycle cellulaire et sont
associées à des kinases (CDKs) spécifiques selon la phase du cycle : cycline
D/CDK4/6 et cycline E/CDK2 en phase G1, cycline AICDK2 en phase S et cycline
B/CDKY en phase G2. P21 inhibe CDK4/6, CDK2 et CDC2, empêchant ainsi la
progression du cycle (figure 7) (146). La cible ultime de l’activité inhibitrice de p21
sur le cycle cellulaire est la protéine du rétinoblastome RB. Durant la phase Gi, Rb
est sous sa forme hypophosphorylée, et dans cet état va lier et séquestrer le facteur de
transcription stimulateur de la phase S, E2F (147). RB appartient à une famille de
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protéines comprenant aussi p107 et p130, qui vont aussi lier E2F etjoueraint ainsi un
rôle dans l’arrêt du cycle (148). La phosphorylation de RB par les CDKs résulte en la
libération de E2F qui sera ensuite libre de transactiver les gènes nécessaires pour la
progression du cycle cellulaire de la phase Gi à S (figure 7) (148). Ainsi, en inhibant
les CDKs, p21 va empêcher la phosphorylation de RB et donc la progression du
cycle (149). Cet arrêt en Gi préviendrait la réplication de l’ADN endommagé et
permettrait la réparation de l’ADN avant l’entrée en phase S. Par ailleurs, p53 serait
aussi impliquée dans l’arrêt du cycle cellulaire en G2/M, via l’inhibition de cycline
BICDK1 par p21 (150-152). L’inhibition de cycline B/CDKÏ empêche la
condensation de la chromatine ainsi que la fragmentation nucléaire necessaires à la










Si p53 est absolument nécessaire à l’alTêt en Gi suite à une exposition aux
radiations ionisantes, il n’en est pas de même après irradiation aux UV. En effet des
études ont montré que l’arrêt en Gi et l’induction de p21 suite à une irradiation aux
UVC, seraient indépendants de p53 (153, 154). Ainsi, le rôle de p53 dans l’arrêt du
cycle cellulaire dépendrait du type de dommages au niveau de l’ADN.
4) Rôle de p53 dans l’apoptose
Lorsque les dommages à l’ADN sont trop importants, p53 sera activée et
induira la mort cellulaire programmée de la cellule, ou apoptose. En effet, comme
dans le cas de l’arrêt en Gl, de multiples études ont permis de montrer que divers
types de cellules déficientes en p53, ont un défaut dans l’induction de l’apoptose
suite à certains types de dommages à l’ADN (155, 156). Alors que l’induction de
p21 par p53 n’est pas nécessaire à l’induction de l’apoptose, d’autres protéines
induites par p53 jouent un rôle majeur dans ce mécanisme. En effet, p53 induit
l’expression du récepteur de mort FAS (157) et de la protéine proapoptotique Bax
qui va antagoniser l’action du facteur antiapoptotique Bd-2 (15$). Il existe deux
voies principales menant à l’apoptose. La première voie est la voie extrinsèque, ou
des récepteurs de mort. Cette voie est activée par des signaux extracellulaires qui
vont stimuler les récepteurs de mort FAS, TNFR, DR3, DR4 et DR5 entraînant le
clivage et l’activation de cystéine protéase, ou caspases (159, 160). La caspase 8 est
l’initiatrice de la voie apoptotique extrinsèque et va ensuite cliver et activer les
caspases effectrices 3, 6 et 7. Ces dernières caspases induisent le clivage des
protéines du cytosquelette et la fragmentation de l’ADN, étapes caractéristiques de
l’apoptose (figure 8). La seconde voie est la voie apoptotique intrinsèque,
indépendante des récepteurs de mort. Cette voie est activée par des signaux internes
tels que les ROS ou les dommages à l’ADN, et a pour site principal la mitochondrie.
La protéine Bax va entrainer le relargage du cytochrome c de la mitochondrie qui
mènera à l’activation de la caspase 9, puis de caspases effectrices induisant
l’apoptose (figure 8). L’action de Bax est inhibée par le facteur antiapoptotique Bd-2
(161, 162). Ces deux voies apoptotiques sont néanmoins étroitement reliées,
notamment via la protéine bid faisant le lien entre la caspase $ et la mitochondrie
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(163, 164). L’induction de Bax et du récepteur FAS suite à l’activation de p53 par les
dommages à l’ADN, va ainsi activer les voies apoptotiques et mener à la mort
cellulaire (figure 8). De plus, les UV induisent Fapoptose en activant directement le











5) Rôle de p53 dans la réparation de l’ADN
Outre son rôle majeur dans les voies apoptotiques et l’arrêt du cycle
cellulaire, p53 joue aussi un rôle important dans les mécanismes de réparation de
l’ADN. En effet, plusieures études ont démontré que p53 joue un rôle crucial dans la
voie NER. Le rôle de p53 dans la voie GNER est maintenant bien établi puisque
plusieurs groupes ont montré que les cellules déficientes en p53 ont une voie GNER
moins efficace que les cellules exprimant p53 sauvage, suite à une irradiation aux
UV (166-168). Néanmoins, le rôle de p53 dans la voie TCNER dans la réparation
des CPDs dans les cellules humaines semble être controversé. En effet, une étude a
démontré qu’après irradiation aux UVC 254nm, les fibroblastes déficients en p53 ont
un défaut en GNER uniquement, au niveau des gènes diÏzydrofolate réductase (dÏifr)
et p53 (169). D’autre part, une autre étude de notre laboratoire a établi qu’après
irradiation des mêmes types cellulaire aux UVB polychromatiques, les cellules
exprimant p53 mutée sont déficientes en TCNER par rapport aux cellules exprimant
p53 sauvage (168). Cette controverse fut résolue par notre laboratoire, démontrant
que ces divergences sont dues au longueurs d’onde différentes employées dans ces
deux études (voir article I et discussion). Comme mentionné plus haut, le rôle de p53
dans la voie GNER pourrait s’expliquer par l’interraction de p53 avec les protéines
XPB et XPD, alors que son implication dans la voie TCNER pourrait être due à la
liaison de p53 avec CSB (117). Néanmoins, le rôle précis de p53 dans la voie NER
reste encore à être préciser.
Parmi les différents types de bases endommagées, les bases alkylées ou
oxydées sont réparées par la voie de réparation par excision de bases (BER). La voie
BER est initiée par la reconnaissance de la base endommagée par une glycosylase
spécifique au type de dommage. Dans les cellules de mammifère, onze glycosylases
possèdant une spécificité de substrat ont été identifiées (170). Les étapes suivantes
consistent en l’enlèvement de la base endommagée, créant un site
apurinique/apyrimidinique (AP), suivit d’une incision effectuée par l’AP
endonucléase (APE), puis de l’insertion de nucléotides par polf3 via la voie de
réparation «longue » ou «courte ». De plus, il semblerait que la voie BER, comme la
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voie NER, possède aussi une sous-voie couplée à la transcription (171). Certaines
évidences ont permis de montrer que la protéine p53 semble jouer un rôle important
dans la voie BER. En effet, p53 stimule la voie BER in vitro en interragissant
directement avec APE et pol3, stabilisant la liaison de polj3 au site AP (172).
Néanmoins, la nécessité de l’activité transcriptionnelle de p53 dans la voie BER
n’est pas claire. Une étude a montré que la protéine p53 mutée ne possédant pas
d’activité transcriptionnelle, est encore plus efficace que p53 sauvage dans la
stimulation de la voie BER in vivo et in vitro (173). Par ailleurs, des cellules
déficientes en p53 semblent réparer moins efficacement les bases allkylées induites
par l’agent méthyl méthane sulfonate (MMS), probablement puisque celles-ci ont des
niveaux de polÇ3 plus faibles que les cellules p53 sauvage (174). De plus, les souris
exposées à l’agent oxydant 2-nitropropane ont une augmentation de leurs niveaux de
p53 et de polf3, ainsi qu’une activité BER augmentée (175). 11 est interressant de
mentionner certaines études ayant suggéré un lien entre les voies de réparation NER
et BER. En effet, les cellules de certains patients XPG seraient déficientes dans la
réparation des dommages oxydatifs, suggérant un lien entre les voies NER et BER
(79). De plus, la réparation efficace des dommages oxydatifs sur le brin transcrit
nécessiterait les protéines XPG, TFffl-1 et CSB (176).
La troisième voie de réparation majeure dans les cellules de mammifère, est
la voie de réparation des mésappariements, ou MMR. Certaines évidences
sembleraient attribuer un rôle à la protéine p53 dans cette voie. La voie MMR répare
les bases mal appariées lors de la réplication de l’ADN, et participe dans la réponse
cellulaire induite par les bases oxydées, aikylées ou liées à un composé chimique
(177-179). Les protéines hPMS1, hPMS2 et hMLH1 impliquées dans cette voie
seraient stabilisés par ATM suite à des dommages à l’ADN (150). De plus,
l’augmentation des niveaux des protéines hPMSÏ et hMLH1 serait important pour la
phosphorylation de p53 par AIM (180). Par ailleurs, hPMS2 interragit avec p73, un
homologue de p53, dans des cellules exposées au cisplatine (181). Une autre étude
suggère que p53 interagit avec la voie MMR suite à des dommages oxydatifs (182).
D’autre part, plusieures études ont montré le rôle important de la protéine
associée au cancer du sein BRCAY, dans les mécanismes de réparation de l’ADN. En
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effet, des études sur des cellules embryonnaires de souris déficientes en BRCA1 ont
montré que celles-ci possèdent une voie BER couplée à la transcription moins
efficace que leurs homologues exprimant BRCA1 (183). Ainsi, BRCA1 serait
impliquée dans la voie de réparation BER. Par ailleurs, une étude récente a démontré
que BRCA1 stimulerait la voie NER en induisant les facteurs de reconnaissance des
dommages (184). Or, BRCA1 interragit avec p53 et stimule son activité
transcriptionnelle mais les mécanismes précis de stabilisation de p53 par BRCA1
restent encore à être élucidés (185).
Ainsi, en plus de son implication dans l’apoptose et l’arrêt du cycle cellulaire,
p53 jouerait un rôle majeur dans les diverses voies de réparation des dommages à
l’ADN.
6) Rôle de p53 dans la carcinogénèse
Étant donné le rôle majeur de la protéine p53 dans les mécanismes
fondammentaux tels que le cycle cellulaire, l’apoptose, et la réparation de l’ADN, il
est facile d’imaginer comment un défaut de cette protéine peut avoir des effets
majeurs sur l’efficacité de ces mécanismes dans la protection contre la
carcinogénèse. Le gène codant pour p53 est délété ou muté dans plus de la moitiée
des cancers retrouvés dans une grande variété de tissus (186-189). En fait, p53 est le
gène le plus fréquemment altéré dans les tumeurs humaines (187, 190). Un grand
nombre de mutations dans le gène de p53 ont été rapportées et beaucoup d’entre elles
résultent en la synthèse de dominants négatifs qui, en formant des tétramères avec
des molécules sauvages, vont supprimer les fonctions de p53 (191). De plus, d’autres
mutations peuvent entrainer un gain de fonction de p53 contribuant à la
transformation cellulaire (192). Par ailleurs, le rôle crucial de p53 dans le maintient
de la stabilté du génome est mis en évidence chez les patients atteints du syndrôme
héréditaire de Li-Fraumeni. En effet, ces individus possèdent des mutations dans le
gène codant pour p53, et ont un risque élevé de développer une variété de cancers
dont divers sarcomes, ainsi que des cancers des os, du sein et du cerveaux, à un age
plus précoce que l’age habituel d’apparition de ces tumeurs (193). De plus, des
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études sur des souris possèdant des allèles mutés de p53 ou déficientes en p53, vont
se développer normallement mais ont une forte incidence de diverses tumeurs (194-
197). La nature, la localisation et le type de mutations dans le gène p53 peuvent
dépendre de divers facteurs comme le type de tissus atteint ainsi que le type de
carcinogène endogène ou exogène, responsable de l’apparition de la mutation. La
première corrélation entre un carcinogène particulier et une mutation spécifique du
gène p53 fut révélée suite à l’identification de la haute fréquence de la transversion
G—*T au niveau du codon 249 de p53 dans les carcinomes hépatocellulaires en Asie
et en Afrique (198). D’autres études ont permis de démontrer un lien important entre
la mutation CC—*TT dans les SCC et les rayons UV (20), ainsi qu’entre l’exposition
à la fumée de cigarette et la transversion G—T.
Comme nous l’avons vu précédemment, p53 est un régulateur clé dans de
nombreux processus cellulaires, dont le cycle cellulaire, l’apoptose et la réparation
de l’ADN, suite à des dommages à l’ADN (voir paragraphes précédents). Ces
fonctions cellulaires peuvent non seulement être affectées directement par des
mutations dans le gène de p53, mais aussi indirectement par des mutations dans les
protéines des voies de signalisation impliquant p53, ou encore via l’interaction de
p53 avec diverses oncoprotéines virales. En effet, des mutations dans le gène codant
pour le régulateur de p53 MDM2 entrainant sa surexpression, ont été retrouvées dans
certains types de tumeurs (199). Par ailleurs, p53 interragit avec de nombreuses
protéines virales affectant ses fonctions comme T de SV4O, E1B de l’adénovims, E6
du HPV ainsi que la protéine HBx du virus de l’hépatite B qui sera discutée en détail
dans le paragraphe VI. Ces intelTactions protéine-protéine vont entrainer une
inactivation des fonctions de p53 en inhibant sa liaison spécifique à l’ADN et/ou son
activité transcriptionnelle, en séquestrant p53 dans le cytoplasme ou en stimulant sa
dégradation (106, 107).
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IV) Le cancer du foie ou hépatocarcinome
1) Généralités
L’hépatocarcinome ou carcinome hépatocellulaire (CHC) représente le 7eme
cancer le plus fréquent chez l’homme et le 9ème chez la femme, et constitue 5% de
tous les cancers dans le monde. On estime à plus de 500 000 le nombre de nouveaux
cas et de décès par année (200). La prévalence de l’hépatocarcinome est inférieure à
5/100 000 en Europe et en Amérique du nord, et est supérieue à 15/100 000 dans la
pluparts des pays d’Asie et en Afrique. Ces répartitions géographiques différentes
peuvent être expliquées par l’exposition à des composés toxiques dont l’alcool en
Europe et Amérique du nord, ainsi qu’à l’aflatoxine B1 (AfB1, voir paragraphe 2), en
Afrique et en Asie (201). Outre ces composés, l’infection par les virus hépatiques B
et C (HBV et HCV) respectivement en Afrique/Asie et en Europe/Amérique du nord,
constitue un facteur de prédisposition majeur au CHC (201).
Le développement du CHC comporte plusieures étapes, et l’origine de ce
processus est multifactorielle. Ce processus peut prendre plus de 30 ans suivant
l’infection au HBV ou HCV, ou l’exposition à l’AFB1 (figure 9). Chez une fraction
de patients infectés chroniquement par le HBV ou le HCV, la cirrhose et le CHC
apparaissent très fréquemment (202, 203). Dans la majorité des cas, l’origine du
CHC est une hépatite chronique, ou cirrhose, menant à la mort des hépatocytes,
altérant ainsi le microenvironnement du foie. Les hépatocytes dont le phénotype est
modifié suite à l’inflammation, formeront alors des foci et nodules (201, 204). Par
ailleurs, de nombreuses anomalies chromosomiques ont été décrites chez des patients
atteints de CHC, témoignant ainsi d’une instabilité génétique (204). Ces altérations
génomiques semblent se développer de façon aléatoire et mènent à la formation de
lésions prénéoplasiques se développant ensuite en hépatocytes dysplasiques, puis en
CHC. L’hétérogénéité des lésions génomiques des CHC suggère que les
hépatocarcinomes seraient générés à la suite d’altérations à la fois génétiques et
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L’identification de pertes alléliques sur plusieurs chromosomes, i7p le plus
fréquemment, suggère l’implication de génes suppresseurs de tumeurs dans
l’apparition des CHC. En effet, l’inactivation bi-allélique (perte d’hétérozygotie) du
suppresseur de tumeurs p53, a été observée dans 20 à 50% de CHC (205). Par
ailleurs, les CHC liés à une exposition à l’aflatoxine Bi montrent des fréquences de
mutation dans p53 beaucoup plus élevées (206), alors que la distribution des
anomalies chromosomiques ne diffère pas selon l’origine virale (HBV ou HCV) du
CHC (207). Même si les causes et le développement du CHC sont de mieux en
mieux connues, les bases moléculaires de la pathogénèse du CHC sont néanmoins
encore majoritairement inconnues.
Le pronostic de ce type de cancer demeure mauvais. La transplantation
hépatique est le traitement le plus efficace. Celle-ci elimine la cirrhose mais pas le
risque d’apparition de métastases. Néanmoins, le nombre de donneurs limite ce type
de traitement. II est donc essentiel de mieux comprendre les bases moléculaires du
CHC afin d’améliorer la prévention et les moyens de traitement.
2) L’aflatoxine B1 et l’hépatocarcfnome
L’aflatoxine B1 est un métabolite fongique produit par Aspergillus flavus
(figure 10 A) et contaminant les reserves de nourriture, notamment de riz, de maïs et
d’arachide, principalement dans les régions chaudes et humides d’Asie et d’Afrique
(20$). AFB1 est potentiellement hépatocarcinogène chez une variété d’espèces
animales (209) et doit être métabolisé (activé) par les cytochromes P450 (210) afin
de former le composé AFB1-$,9-epoxide (figure 2 B) capable de lier l’ADN de façon
covalente, préférentiellement en position N7 de la guanine (AFB1-N7-Gua) (211,
212). La formation de cet adduit va entrainer une dépurination résultant en la
création d’un site apurinique (site AP). En outre, l’adduit AFB1-N7-guanine peut
former une structure chimiquement et biologiquement plus stable, AFB1
formamidopyrimidine (AFB1-FAPY) (figure 10 B). Alors qu’il est bien déterminé
aujourd’hui que l’adduit AFB1-N7-Gua a des propriétés mutagéniques (213), trop











Figure 10. A) photo de Aspergillus flavus, B) voie d’activation métabolique de




0 OCH3 O OCH3
















D’après Srnela et al. (2002) Proc. Nati. Acad. Sci. USA.
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définitivement à un rôle significatif dans l’hépatocarcinogénèse due à AFB1.
Néanmoins, une étude indique que les lésions de type AFB1-FAPY joueraient un rôle
majeur dans la mutagénèse menant au CHC (214). D’autres lésions peuvent aussi
être créées par AFB1, mais en quantité moindre (215). Ces adduits, s’ils ne sont pas
réparés, vont mener à des changements génétiques (mutations) participant à la
génération de cellules tumorales. Malgré la grande variété d’adduits formés dans les
cellules exposées à l’AFB1, la modification génétique majeure induite par l’AFB1 est
la transversion GC—TA. Plus particulièrement, on retrouve dans plus de 50% des
cas de CHC analysés dans ces régions du monde (figure 11), la mutation
caractéristique G—T à la troisième position du codon 249 du gène suppresseur de
tumeur p53 (198, 206), résultant en la modification Arg—Ser. Cette mutation semble
être spécifique aux tumeurs du foie induites par AFB1 puisqu’elle n’est pas retrouvée
fréquemment dans d’autres types de tumeurs induites par d’autres carcinogènes. De
plus, une étude a démontré que l’homologue de la mutation au codon 249 de p53
chez la souris (p53ser246) peut transformer des cellules en culture et est déficient
dans ses fonctions d’activateur de transcription (216). D’autre part, un autre groupe a
montré qu’un niveau significatif d’adduits peuvent aussi survenir dans différents
codons des exons 7 et 8 du gène p53 (217). Le fait que cette mutation spécifique soit
une cible particulière de AFB1 ou que celle-ci soit sélectionnée ultérieurement reste
encore à déterminer. De plus, la transversion GC—TA a aussi été retrouvée dans le
proto-oncogène humain Ha-ras (218), dont l’activation serait impliquée dans de
nombreux types de cancers (219). Par ailleurs, AFB1 inhibe l’ARN polymérase II
ainsi que la synthèse d’ARN nucléolaire (220) en altérant la conformation des
régions transcriptionnellement actives de la chromatine (221).
Différents facteurs peuvent influencer la mutagénèse induite par AFB1
menant à l’apparition du carcinome hépatocellulaire. Le facteur le plus important est
certainement l’efficacité avec laquelle les lésions au niveau de l’ADN seront
réparées. Les lésions causées par AFB1 sont réparées par le système de réparation par
excision de nucléotides . En effet, des études effectuées sur des cellules déficientes
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Figure 11. Prévalence de la mutation du codon 249 du gène p53 en Asie et en
Afrique.
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déficientes en NER ont montré que celles-ci réparaient les lésion induites par AFB1
de façon moins efficace (53, 222, 223). De plus, des souris transgéniques déficientes
en NER sont beaucoup plus susceptibles à I’hépatocarcinogénèse induite par 1’AFB1
(224). Par ailleurs, il est maintenant bien établi que la protéine x du virus de
l’hépatite B (HBx) (voir paragraphe ifi) inhibe la voie de réparation NER (225-227),
favorisant la persistance des lésions induites par AFB1 chez les patients infectés par
HBV et leur susceptibilité au CHC. D’autre part, la mutagénèse induite par AfB1
peut être influencée par la structure de l’ADN qui peut rendre plus ou moins
accessible certains sites (228).
3) Les virus hépatiques et les hépatocarcinomes
Les tumeurs associées à des virus constituent environ 15% de toutes les
tumeurs humaines dans le monde. En plus de l’exposition à l’aflatoxine B1,
l’infection par les virus de l’hépatite B et/ou C (HBV et HCV respectivement)
constitue un facteur de risque considérable dans le développement du CHC. En effet,
ces infections sont présentes dans 80% des cas de CHC dans le monde. La
prévalence des infections par le HBV ou le HCV diffère géographiquement (229).
Par exemple, les infections au HBV se retrouvent surtout en Asic et en Afrique,
régions où on retrouve aussi la plus forte exposition à AFB1 ainsi les fréquences de
mutation au codon 249 de p53 les plus élevées. Par contre, l’infection par le HCV
jouerait un rôle majeur dans l’étiologie du CHC dans les régions d’Amérique du
nord, d’Europe et du Japon. La prévalence de l’infection par le virus HCV chez les
patients atteints de CHC dans ces régions varie de 80% au Japon à 30 % aux Etats
Unis (230, 231). Ainsi, le virus HCV est devenu la cause majeure de CHC dans un
grand nombre de pays. Ce phénomène est certainement du au fait qu’il existe un
vaccin efficace contre le HBV. largement utilisé dans les pays «développés», alors
qu’aucun vaccin n’est diponible à ce jour conte le HCV. Par ailleurs, il existerait une
corrélation entre les différents génotypes du HBV et la réponse clinique des patients
dont ceux atteints de CHC (232, 233).
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Plusieures hypothèses permettraient d’expliquer le rôle des virus HBV et
HCV dans l’hépatocarcinogénèse. La première hypothèse résiderait dans le fait que
le génome viral du HBV s’intègrerait dans une région du génome cellulaire qui
entrainerait l’activation de proto-oncogène(s). HBV agirait ainsi comme un
mutagène insertionnel. Néanmoins, l’analyse de tumeurs obtenues chez des patients
infectés par le HBV n’a pas révélé de site préférentiel d’insertion du génome viral,
même si certaines études ont montré que le génome pouvait s’intégrer proche ou à
l’intérieur de génes impliqués dans la prolifération cellulaire (234, 235). La
deuxième hypothèse, et certainement la plus probable, serait que HBV et HCV,
comme d’autres virus oncogéniques tel que le virus du papillome humain (HPV),
contiendraient un ou plusieurs oncogène. En effet, une étude a démontré que la
transfection de l’ADN du HBV dans des hépatocytes permet de rendre ces cellules
immorteltes, transformées et capables de former des tumeurs dans des souris nu
(236). Des études ultérieures effectuées ont permis de démontrer que la protéine HBx
de HBV était nécessaire et suffisante pour la transformation des cellule hépatiques
(237) et l’induction de tumeurs du foie dans des souris transgéniques (23$). De
même, une étude a démontré que l’expression de la protéine core de HCV
(HCVcore) dans des souris transgéniques entrainait l’apparition de carcinomes
hépatocellulaires (239). Il est important de noter par ailleurs, que dans les études
citées précédemment, les niveaux d’expression des protéines virales étaient
largement supérieurs à ceux observés chez les patients atteints de CHC et pourraient
ainsi amplifier les effets réels de ces protéines sur la carcinogénèse.
D’autre part, les coinfections avec HBV et HCV sont relativement fréquentes
et associées avec des symptomes hépatique plus sévères, un risque de CHC
augmenté d’environ cinq fois ainsi qu’une résistance accrue aux traitements (240-
243). Certaines études ont montré une collaboration entre HBx et HCVcore dans
l’efficacité de transformation de fibroblastes (244), ainsi que dans la répression du
gène p21 impliqué dans le contrôle de la prolifération cellulaire (245).
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V) Le virus de l’hépatite B
1) Épidémiologie
Le virus de l’hépatite B (HBV) infecte chroniquement environ 5% de la
population mondiale. L’infection par le HBV constitue un problème de santé
mondiale puisqu’elle est responsable d’un million de décés par année (246). Par
ailleurs, des estimations récentes montrent qu’il y aurait plus de 350 million
d’individus porteurs du HBV. Parmi ceux-ci, 30% vont développer une cirrhose et 5
à 10 %, un hépatocarcinome (247). La prévalence de l’infection par le HBV est très
variable géographiquement et coïncide fortement avec la prévalence des cas de CHC
(de 10% en Asie à moins de 0.5% aux Etats-Unis et en Europe) (247). En effet, les
porteurs chroniques du HBV ont un risque de développer le CHC multiplié par 100
(248, 249). Les voies de transmission de HBV peuvent être verticales (mère à enfant
via le placenta), ou horizontales (transfusions sanguines ou contact avec les
sécrétions d’un individu atteint). En Amérique du nord et en Europe, la transmission
horizontale est la plus fréquente, majoritairement via des rapports sexuels non
protégés (250-252). Contrairement à l’Asie où la transmission verticale est
importante (253), l’infection par le HBV chez les nouveaux nés est moins fréquente
en Afrique (254) où les enfants sont surtout infectés de façon horizontale via la
salive et le sang (255).
Les virus de l’hépatite B infectant les humains dans différentes régions
géographiques du monde sont classés en six génotypes différant entre eux par la
séquence nucléotidique de leur génome. Les génotypes A et D ont une distribution
globale, les génotypes B et C sont prédominants en Asie de l’est et du sud-est, le
génotype E en majoritaire en Afrique ,et le génotype le plus divergent, F, se retrouve




Les infections transitoires par le virus de l’hépatite B durent généralement un
à six mois et comprennent une période asymptomatique d’incubation, souvent
accompagnée d’une virémie élevée (jusqu’à 1010 par ml), pouvant elle-même durer
plusieures semaines. Pendant cette pèriode, le système immunitaire est incapable de
prendre le contrôle de l’infection, et peut permettre l’infection de tous les
hépatocytes du foie à partir de seulement quelques hépatocytes infectés initialement
(258, 259). Puis, en quelques semaines le virus est éliminé du sérum, accompagné de
l’élimination des hépatocytes infectés et du remplacement de ceux-ci par des
hépatocytes sains (260).
Les infections chronique spar le virus HBV sont définies par la présence de
l’antigène de surface HbsAg dans le sérum d’un individu pendant six mois ou plus
(261). L’infection chronique prend place lorsque la réponse immunitaire n’est pas
assez efficace pour éliminer le virus de l’organisme. La combinaison de la durée de
vie prolongée des hépatocytes (6 à 12 mois) et d’une interaction stable entre le virus
et la cellule hôte, assure la persistence de l’infection chez les individus dont la
réponse immunitaire est inefficace. Ainsi, l’infection est presque toujours chronique
chez les enfants de moins d’un an et les individus immunocompromis. Néanmoins,
une infection chronique peut aussi survenir chez 5% des individus en santé
contractant le HBV. Pour beaucoup de porteurs chroniques du HBV infectés à l’age
adulte, le pronostique est mauvais. En effet, 10 à 20 % décèderont d’un cancer du
foie ou d’une cirrhose. II y a actuellement deux agents thérapeutiques approuvés
pour le traitement des infections chroniques : l’interféron alpha (WN-a) et la
lamivudine (un analogue de la cytosine). WN-Œ agit en supprimant directement la
réplication du virus à l’intérieur des hépatocytes en induisant la dégradation des
ARNm viraux(262), et indirectement en stimulant le système immunitaire et
réduisant l’inflamation (263, 264). Néanmoins, beacoup de patients ne répondent pas
avec succés à l’WN-Œ . Pour ces patients, la lamivudine peut être un traîtement
efficace. La lamivudine supprime la réplication virale, mais certains patients vont
développer une résistance après un an ou plus de thérapie (265-268).
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Lorsque les thérapies s’avèrent inefficaces dans le traitement des infections
chroniques, les patients atteint (5 à 10 %) peuvent développer la pathologie la plus
sévère associée au HBV, le cancer du foie. Comme mentionné dans les paragraphes
précédents, de nombreuses études démontrent un lien entre l’infection par HBV et le
CHC (248, 249). Plus particulièrement, de nombreux laboratoires ont rapporté la
présence d’ADN du HBV parmi l’ADN extrait de CHC ou de lignées dérivées de
CHC (269-27 1). L’intégration de l’ADN viral dans le génome des hépatocytes ainsi
que l’expression d’oncoprotéines virales contribueraient fortement au développement
du CHC chez les patients infectés chroniquement.
Par ailleurs, il est intéressant de noter que le HBV n’infecte pas seulement le
foie. En effet, comme pour le HCV, le HBV peut se répliquer dans divers tissus
extrahépatiques dont les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse (272-274).
Plusieures études ont montré une forte prévalence des infections au HBV, variant de
3% à 30%, chez des patients atteints de lympliome de type non-Hodgkin (275-278).
Plus particulièrement, un étude suggère que les porteurs de HBV ont un risque
augmenté de développer un lymphome de type non-Hodgkin par rapport aux
individus non infectés par HBV (279). Ainsi, ces résultats suggèrent que le HBV
pourrait jouer un rôle non seulement dans l’hépatocarcinogénèse mais aussi dans la
lymphomagénèse.
Le développement d’un vaccin contre le HBV basé sur l’antigène de surface
HbsAg, dans les années 1980 (280), a permis la réduction considérable de la
fréquence d’infection par le HBV dans les régions du monde où le vaccin est
accessible facilement à la population (Amérique du nord, Europe de l’ouest, Japon)
(28 Ï-283). Néanmoins, la vaccination ne constitue pas un traitement pour les patients
infectés chroniquement. De plus, le coût des programmes de vaccination freine
Ï’accés aux vaccins dans les régions les plus touchées du monde.
3) Biologie
Le virus de l’hépatite B est le prototype de la famille de virus appelée
Hepadnaviridae, dont ne fait pas partie le virus de l’hépatite C. À cause de la
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similarité des séquences d’ADN (environ 70% d’homologie) et de l’organisation de
leur génome, les virus appartenant à cette famille et infectant les mammifères sont
regroupés dans le genre orthohepadnavirus. Le HBV étant un virus hépatotropique,
les hépatocytes, principal type cellulaire du foie, sont le site principal d’infection et
de réplication du virus. D’autres sites d’infection ont été identifiés dont certaines
cellules du pancrèas, des reins et du système lymphoïde, notamment les lymphocytes
(284-290). Bien que les hépatocytes soient des cellules complètement différenciées,
elles possèdent la capacité d’une prolifération extensive lorsque le foie est
endommagé.
Le virus de l’Hépatite B est un virus enveloppé à ADN partiellement double
brin et contenant un génome d’environ 3200 paires de bases. Les particules virales,
ou virions, mesurent 42 nm de diamètres (particules de Dane). Une caractéristique
particulière de l’infection par le HBV est la production en très grande quantité de
particules subvirales de 22 nm contenant l’antigène de surface HbsAg (figure 12)
(291). Le cycle du virus HBV est caractérisé par la synthèse d’ADN circulaire
relâché (rcDNA) partiellement double brin par transcription inverse d’un ARN
intermédiaire, le prégénome (figure 13) (291, 292). Une autre caractéristique du
cycle de réplication du HBV est la formation d’ADN circulaire et clos de façon
covalente (cccDNA) à partir du rcDNA, ou de molécules d’ADN super-enroulé sous
la forme d’un mini-chromosome viral (293, 294), qui agit comme patron principal
pour la transcription (figure 13). Le mécanisme de réparation d’ADN impliqué dans
la conversion du rcDNA en cccDNA est encore inconnu. L’ARN plymérase II de la
cellule hôte va générer plusieures copies d’ARN, incluant l’ARN prégénomique qui
sera alors transcrit de façon inverse et répliqué dans les capsides virales immatures
afin de produire une molécule d’ADN double-brin circulaire relachée contenant une
brêche simple brin (rcDNA) (292). Les particules ainsi formées vont alors être









Figure 12. Structure des particules virales du virus de l’hépatite B.
A) virions HBV (particules de Dane, B) particules subvirales de 22 nm contenant
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Adapté de Ganem et al. (2004) N Engi J Med.
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4) Génome et protéines du HBV
Le génome du HBV a seulement quatre cadres de lecture ouverts (ORFs)
(figure 14). La région préS-S (présurface-surface) code pour les trois antigènes de
surface du virus, par initiation de la traduction différentielle à chacun des trois
codons d’initiation (296, 297). La protéine la plus abondante est la protéine S de 24
kD, ou HBsAg. Les deux autres antigènes de surface produits sont les protéines M
(ou préS2) et L (ou préS 1). La fonction de la protéine M est encore inconnue tandis
que la protéine L jouerait un rôle dans la liaison du virus aux récepteurs de la cellule
hôte (298), ainsi que dans l’assemblage du virion et son relargage de la cellule (299).
La région préC-C (précore-core) code pour l’antigène core (HBcAg) et pour
l’antigène e (HBeAg), aussi dérivés d’initiation ailternative de la traduction (296). Le
premier codon AUG code pour la protéine C de 21 kD, la protéine structurale de la
capside virale, alors que le deuxième codon va permettre la production de la protéine
préC de 24 kD permettant la production d’une séquence signal dirigeant la protéine
vèrs la voie secrétoire. Lorsque la protéine traverse l’appareil de Golgi, celle-ci sera
clivée par des protéases cellulaires pour générer HBeAg, dont la fonction est encore
mystérieuse qui sera secrété dans le sang (300).
La région codante P est spécifique à l’ADN polymérase virale, enzyme
multifonctionnelle impliquée dans la synthèse d’ADN et dans l’encapsidation de
l’ARN (301, 302). D’autre part, le cadre de lecture ouvert X code pour la protéine
virale HBx, qui module la transduction de signaux intracellulaires et peut affecter
directement et indirectement l’expression de gènes viraux et cellulaires (voir
paragraphe VI). De plus, l’activité de la protéine X est nécessaire à la réplication et
la dispersion des particules virales (303).
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Figure 14. Organisation génomique du virus de l’hépatite B.
D’après C. Kuhn and H. Schaller.
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VI) La protéine X du virus de l’hépatite B
1) Structure et localisation
La protéine non structurale X du virus de l’hépatite B, ou HBx, est composée
de 154 acides aminées constituant une protéine de 16,5 kD, dont la structure et la
fonction semblent bien conservées chez les hepadnavimses infectant les mammifères
(304). HBx possède neuf résidus cystéine dont huit forment des liens disulfures
(305), et la région minimale pour l’activité de transactivation de HBx se situe dans la
portion d’acides aminés 58 à 140 (306). Par ailleurs, la portion amino-terminale
(acides aminés 1 à 20) aurait une fonction transrépressive (307). De plus, le protéine
HBx peut subir des modification post-traductionnelles telles que la O-glycosylation
(308) ou la phosphorylation de divers résidus sérine (309). Chez les humains, la
localisation intracellulaire de HBx est à la fois cytoplasmique et nucléaire (310, 311),
même si HBx ne possède pas de signal de localisation nucléaire connu. Néanmoins,
la localisation de la protéine HBx semblerait dépendre du niveau d’expression de
celle-ci. En effet, HBx serait localisée majoritairement au niveau nucléaire lorsque
faiblement exprimée, alors qu’une plus forte expression corrélerait avec une
accumulation de HBx dans le cytoplasme de la cellule infectée, notamment au niveau
des mitochondries (312, 313). De plus, HBx serait capable de former des aggrégats
intracellulaires (312, 314) et entraînerait une distribution anormale des
mitochondries dans la cellule (315). Par ailleurs, il est important de noter que chez
les patients infectés chroniquement par HBV, les niveaux de HBx sont relativement
faibles (316), même si HBx constitue le marqueur le plus fréquent chez les patients
infectés par HBV et atteints de CHC (317) et est exprimée à tous les stades de
l’infection virale. D’autre part, une étude récente suggère que les niveaux de HBx
intracellulaires seraient modulés par les espèces oxygénées réactives (ROS) (318).
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2) Fonctions
a) Rôle de IlEx dans la réplication virale
HBx est une petite protéine régulatrice requise pour l’établisement de
l’infection virale et peut activer une variété de promoteurs et d’enhancers (319-321).
L’activité transcriptionnelle de HBx serait médiée par des interractions protéine-
protéine puisque HBx ne lie pas l’ADN double brin et qu’aucune séquence
consensus n’a été identifiée au niveau des gènes transactivés par HBx (316). L’une
des premières fonctions de HBx identifiée est son rôle essentiel dans la réplication et
la dispersion du HBV dans l’organisme. En effet, la délétion de HBx (mutation null)
entraîne une impossibilité du virus à se répliquer et à se disperser dans le foie des
animaux infectés (303). Néanmoins, le rôle précis de HBx dans le cycle de vie du
HBV ainsi que les voies intracellulaires impliquant HBx dans la réplication virale
restent encore à déterminer. D’autres part de nombreuses études ont permis
d’identifier de multiples fonctions à la protéine HBx dans le but de mieux
comprendre l’implication de HBx dans la carcinogénèse hépatique.
b) Rôle de HBx dans la carcinogénèse hépatique
L’une des évidences majeures suggérant que la protéine HBx jouerait un rôle
primordial dans la carcinogénèse hépatique, réside dans le fait que HBx est capable
de transformer des cellules en culture et d’induire des CHC ainsi que d’autres types
de tumeurs dans des souris transgéniques (237, 238, 322-325). Par ailleurs, l’ADN
chromosomique de tumeurs associées au HBV, possèdent des séquences de HBx
dont la fonction transactivatrice est encore présente, suggérant l’importance de la
transactivation médiée par HBx dans la carcinogénèse. En outre, HBx lierait l’ADN
endommagé par les rayons UV (326). D’autre part, plusieures études ont montré que
HBx augmenterait la fréquence de mutations de souris transgéniques exposées à
l’aflatoxin Bl ainsi qu’à d’autres carcinogènes, sans affecter leur fréquence de
mutations spontannées (327-330). De plus, HBx interragit avec le suppresseur de
tumeurs p53 et inhibe ses fonctions ainsi que sa transcription dans les cellules
hépatiques (105, 106, 331). Néanmoins, le fait que HBx lie et inhibe p53 ne constitue
pas l’unique indice d’un rôle majeur de HBx dans la carcinogénèse. En effet, HBx
43
interagit avec de nombreuses autres protéines intervenant dans plusieures voies de
signalisation cellulaires cruciales.
j) Rôle de HBx dans la voie NF-icB
Dans le but d’identifier les mécanismes moléculaires par lesquels HBx
contribuerait à la carcinogénèse, de nombreuses études ont montré une interraction
de HBx avec plusieures voies de signalisation cellulaires. Parmi celles-ci, la voie de
signalisation impliquant le facteur de transcription NF-id3 est une cible majeure de
HBx, ainsi que de multiples autres protéines virales dont la protéine core du virus
HCV (332, 333). La voie de signalisation NF-id3 est impliquée dans de nombreux
mécanismes de régulation cellulaire incluant la réponse immunitaire, la prolifération
cellulaire, l’apoptose, la différenciation et l’oncogénèse (334-336). Plus
particulièrement, la voie de signalisation NF-icB serait activée constitutivement dans
certains CHC, notamment ceux impliquant HBV (337). NF-icB forme un complexe
cytoplasmique latent avec le facteur IicB en l’absence de stimulus. En réponse à
divers stimuli, tels que des pathogènes viraux ou bactériens, des cytokines ou des
facteurs de stress, le facteur IicB est phosphorylé par le complexe kinase IKK,
entrainant ainsi sa dégradation par la voie ubiquitine/protéasome (figure 15). Le
facteur de transcription NF-icB est alors libre d’être transloqué au noyau et de
stimuler la transcription de plus d’une centaine de gènes cibles contenant une
séquence consensus. NF-icB est un homo- ou hétérodimère de cinq protéines reliées
structurellement dont les protéines Re1A (ou p65) et p50. HBx agirait sur la voie de
signalisation impliquant NF-KB en inhibant le facteur IicB ainsi que l’inhibiteur de
NF-KB, p105 (338) (figure 15), et cette activation de NF-id3 serait amplifiée en
présence d’éthanol (339) . Plus précisément, une étude a démontré que la protéine
HBx interragit directement avec la seconde répetition ankyrine de Iid3 (340). Par
ailleurs, un groupe a récemment montré que l’activation de NF-icB par HBx pouvait
être inhibée par l’interféron alpha (WN-a) mais pas par l’WN-y dans des cellules
hépatiques (341). D’autre part, Waris et aï. ont observé que les protéines HBx
associées aux mitochondries activaient NF-id3 ainsi que le facteur de transcription
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Stimulus: stress (eg.UV)
facteur de croissance Récepteur membranaire
(eg. EGFR, PDGFR, TNFR)
Figure 15. Voies de signalisation intracellulaires affectées par la protéine HBx.
Les protéines soulignées par un trait plein rouge sont activées par HBx alors que les
protéines soulignées par un trait rouge pointillé sont inhibées ou interragissent avec
HBx.
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STAT-3 via la production de ROS (342). L’activation de NF-xB par HBx a été
montrée responsable de la transactivation du gène de l’oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS), résultant en la production de grandes quantités d’oxyde nitrique
(NO) pouvant entraîner des effet cytotoxiques et carcinogènes (343). Ainsi, ces
études sembleraint démontrer un rôle important de l’activation de la voie impliquant
NF-KB par HBx, dans la carcinogénèse hépatique.
ii) Rôle de HBx dans les voies MAPKs
Outre la voie impliquant NF-KB, de nombreuses études suggèrent une
interraction de HBx avec les voies de signalisation implicant les MAPKs. Plusieures
études ont montré l’implication de ces voies dans la transformation cellulaire et la
carcinogénèse, notamment dans les CHC (344-348). La voie de signalisation
RafIMEKJERK est le prototype des voies MAPK (figure 15). Celle-ci est initiée par
la transmission de signaux de facteurs de croissance via l’activation de la protéine G
assocée à la membrane, Ras.
L’action de HBx sur les voies MAPK se situerait à plusieurs niveaux. En
effet, HBx semblerait activer Ras, résultant en l’activation de la voie MAPKIERK
(349) dans les cellules quiescentes, les forçant à entrer en phase S du cycle cellulaire
(350). D’autre part, HBx induit la phosphorylation de c-Jun au niveau de la ser63 et
l’activation de AP-l (c-Junlc-fos) indépendemment de ERK (351). 11 est aussi
interressant de mentionner une étude suggérant que HBx augmenterait les niveaux du
récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR), ce qui pourrait entraîner une
stimulation de la cascade EGFRIRaf/MEK!ERK (352). De même, HBx activerait le
facteur de croissance transformant alpha (TGF-Œ), membre de la famille des Ïigands
de EGFR, dont la surexpresion est associée à certains cancers humain dont les CHCs
(353). Par ailleurs, HBx stimulerait la protéine kinase C (PKC) menant à l’activation
de ERK puis à la transcription de gène du facteur de croissance insulin-like (IGF-ll)
dans les cellules hépatiques (354, 355). De plus, HBx agirait aussi sur SAPKIJNK en
la stimulant, permettant l’activation de AP-l (356, 357). Une étude a démontré que
la région de HBx impliquée dans l’activation des MAPKs est comprise entre les
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résidus 58 et 119 de la protéine (358). La protéine HBx utiliserait donc de multiples
stratégies pour perturber les voies de signalisation intracellulaire impliquant les
MAPKs, et entrainer des réponses cellulaires variées.
iii) Rôle de UBx dans l’arrêt du cycle cellulaire et
1 ‘apoptose
Comme mentionné dans les paragraphes précédent, HBx interragit avec p53.
Étant donné le rôle majeur de p53 dans les mécanismes d’arrêt du cycle cellulaire et
d’apoptose, on peut très bien comprendre que la liaison de HBx avec p53 affecte ces
mécanismes. En effet, des études ont montré que la modulation de l’apoptose et de la
régulation du cycle cellulaire par HBx serait en partie dépendante de la protéine p53
(359-361). Néanmoins, HBx aurait aussi la capacité d’intelTagir avec ces
mécanismes indépendemment de p53 (361, 362). En effet, HBx inhiberait la
transcription de p21 et ce, indépendemment de p53 (363). De plus, le rôle précis de
HBx sur l’apoptose reste incertain puisque certaines études suggèrent que HBx
inhiberait l’apoptose alors que d’autres semblent montrer un effet proapoptotique
(360, 364, 365). 11 semblerait néanmoins que HBx aurait plutôt un effet
antiapoptotique puisque des études sur des cellules humaines et de souris ont montré
que cette oncoprotéine inhibe l’apoptose médiée par FAS ainsi que la relâche du
cytochrome C de la mitochondrie, de même que la caspase 3 (357, 366). D’autre
part, HBx stimulerait les voies de survie SAPKIJNK et PI3K (357, 367). Par ailleurs,
l’augmentation d’expression de la cycline D ainsi que du complexe cycline AICDK2
par HBx, déreglerait les points de contrôles du cycle cellulaire et stimulerait la
prolifération cellulaire (325, 350, 368). Néanmoins, il est important de mentionner
que toutes ces études ont été effectuées en l’absence de dommage à l’ADN, et que
l’effet de HBx sur ces voies suite à des dommages à l’ADN reste donc encore à
déterminer.
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iv) Rôle de HBx dans la réparation des dommages à
l’ADN.
Plusieurs groupes ont étudié l’expression de HBx dans des souris
transgéniques. Ces études ont permis de montrer que HBx n’entraine pas une
augmentation significative des mutations spontanées, mais par contre augmenterait
la fréquence de mutation des souris exposées à AfB 1 ou à la diethylnitrosamine
(327-329). Ainsi, la présence de dommages à l’ADN serait un facteur primordial
dans la carcinogénèse induite par HBx.
En plus d’agir au niveau de certains facteurs de transcription dont p53, HBx
influence directement la transcription de gènes cellulaires et viraux en interragissant
avec la machinerie de transcripion basale. En effet, des études ont montré que HBx
intelTagit avec TFIIH et TFIIB (369-371). Plus particulièrement, HBx interragit avec
les hélicases XPB et XPD du complexe TfIIH qui jouent un rôle important dans la
transcription, mais aussi dans la réparation de l’ADN (voir paragraphe 11 1)). Par
ailleurs, plusieures études ont montré que HBx interfère avec la voie de réparation
NER suite à une irradiation aux UVC, voie aussi influencée par la protéine p53 (226,
227). Ainsi, le rôle de HBx dans la voie NER pourrait être dépendant ou indépendant
de p53 (372). Néanmoins, les études concernant l’effet de HBx sur la NER ont
suggéré un impact important de l’oncoprotéine sur la voie GNER mais aucune étude
n’avait démontré un rôle de HBx sur la voie ICNER. L’article II tente d’élucider ce
point fondamental dans la compréhension des mécanismes impliqués dans la
carcinogénèse induite par le HBV.
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VII) Objectifs de la thèse
Comme il a été mentionné dans l’introduction, le suppresseur de tumeurs p53
joue un rôle pimordial dans les divers mécanismes intracellulaires impliqués dans
le maintient de l’intégrité du génome suite à des dommages au niveau de l’ADN.
Ces mécanismes comprènent l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose et la
réparation de l’ADN. Or, le gène codant pour la protéine p53 est muté dans la
majorité des cancers chez l’humain, entraînant ainsi une perturbation de cette
équilibre fondamental. Le rôle de p53 dans les mécanismes de réparation par
excision de nucléotides suscite de nombreuses interrogations ces dernières
annèes, notamment au niveau de la voie TCNER. En effet des études
contradictoires ont été publiées identifiant ou non la protéine p3 comme
nécessaire à l’efficacité de la voie TCNER. Ces études divergent principalement
au niveau de la longueur d’ondes du rayonnement UV employé lors de
l’irradiation des cellules, soit des UVC 254nm ou des UVB polychromatiques.
Le premier objectif de cette thèse est de réconcilier ces études divergentes en
démontrant que le rôle de p53 dans la voie TCNER est dépendant de la longueur
d’ondes d’UV employée. Afin d’atteindre cet objectif, nous avons employé des
lignées isogéniques lymphoblastiques déficientes ou non en p53, irradiées avec
des UVC 254nm ou des UVB polychromatiques à des doses générant une
quantité similaire de CPDs. La technique de LMPCR (voir figure 30 en annexe)
nous permet de mesurer la cinétique de réparation sur le brin transcrit (étude de
la voie TCNER) ou non transcrit (voie GNER) d’un gène endogène.
L’objectif de la deuxième étude était d’identifier le rôle encore inconnu de la
protèine HBx du virus de l’hépatite B sur la voie TCNER en utilisant les mêmes
outils (lignées cellulaires et conditions d’irradiation) que ceux utilisés dans la
première étude. De plus, nous avons voulu étudier l’effet de l’expression de HBx
sur la réponse cellulaire aux dommages à l’ADN au niveau des mécanismes
d’apoptose et de survie clonogénique. Par ailleur, nous avons tenté de déterminer
si les effets de la protéine HBx sur ces mécanismes étaient dépendants ou non de
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Abstract
Nucleotide excision repair (NER) prevents skin cancer by eliminating highly
genotoxic cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) induced in DNA by the UVB
component of sunlight. NER consists of two distinct but overlapping subpathways,
i.e., global NER (GNER) which removes CPD ftom the genome overali, and
transcription-coupled NER (TCNER) which removes CPD uniquely from the
transcribed strand of active genes. Previous investigations have clearly established
that the p53 tumour suppressor plays a crucial role in the NER process. Here we
employed the ligation-mediated PCR technique to demonstrate, at nucleotide
resolution along two chromosomal genes in human cells, that the requirement for
functional p53 in TCNER, but flot in GNER, is dependent upon incident UV
wavelength. Jndeed, relative to an isogenic p53-wild type counterpart, p53-deficient
human lymphoblastoid strains were shown to remove CPD significantly less
efficiently along both the transcribed- and nontranscribed-strands of the c-juil and
hprt loci following exposure to polychromatic UVB (290-320-nm). However in
contrast, after irradiation with 254-nm UV, p53-deficiency engendered !ess efficient
CPD repair only along the nontranscribed strands of these target genes. The
revelation of this nove! wave!ength-dependent phenomenon reconciles an apparent
conflict between previous studies which employed either UVB or 254-nm UV to
daim, respectively, that p53 is required for, or plays no role whatsoever in, TCNER
of CPD. Furthermore, our finding highlights a major caveat in experimental
photobiology by providing a prominent example where the extensively-used




Nucleotide excision repair (NER) forestalis the accumulation of genetic
mutations, thus guarding against neoplastic transformation, by eliminating lieux
distorting “bulky” DNA adducts induced by diverse environmental carcinogens.
Sucli adducts include highly-genotoxic (replication- and transcrïption-blocking)
cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs), which form tlirough covalent linkage of
adjacent pyrimidine bases subsequent to direct absorption of UV photons by DNA.
Misreplication of CPDs induced by the UVB component of natural sunlight is the
primary cause of mutations which are prerequisite to the development of skin cancer,
the most frequent neoplasia in Caucasian populations (20, 373). Individuals afflicted
with the rare autosomal recessive disorder Xerodernza pigmentosuin (XP) carry
mutations in any of seven different NER genes (designated XP-A through -G), and
are therefore defective in CPD repair (374). As a consequence, XP patients exhibit
extreme photosensitivity and UV hypermutability, coupled with a strildng
predisposition to both melanoma and nonmelanoma tumors (375).
NER is comprised of two distinct subpathways which manifest strong
mechanistic overlap, i.e.. differing only in the lesion-recognition step (see ref. 5 for a
comprehensive review of the NER pathway). Global NER (GNER) removes CPD
from virtually anywhere in the genome, and is initiated when the XP
complementation group-E gene product (XP-E), in conjunction with the XPC
hHR23B protein complex, recognize and bind the helical distortion introduced into
DNA by CPDs or other bulky lesions. This initial event is followed by recruitment to
the damaged site of the core NER pathway, which faithfully restores the integrity of
the DNA through sequential steps of (i) strand separation mediated by the XP-B and
XP-D helicases; (ii) incision on either side of the lesion via the structure-specific
endonuclease activities of XP-G and XP-F/ERCC1, (iii) excision of the damaged
base as part of a single-stranded oligonucleotide approximately 30 bp in length; (iv)
DNA resynthesis (gap-filling) and ligation, using normal DNA replication factors
and the intact complementary strand as template.
53
In contrast to the situation for GNER, the transcription-coupled NER
(TCNER) subpathway removes only those lesions occuning along the transcribed
strands of active genes, and is triggered when RNA polymerase II becomes stalled at
positions where transcription-blocking CPDs occur (376). The CS-B and CS-A
proteins then converge at the damaged sites, followed by removal or retraction of the
polymerase. This facilitates completion of the repair process by the core NER
pathway, as described immediately above for GNER. Deficiency in either CS-B or
CS-A causes Cockayne’s syndrome (CS) which, unlike XP, is characterized by
defective TCNER but normal GNER, developmental abnormalities, and no
predisposition to cutaneous tumors (78, 377).
The p53 tumor suppressor protein plays a critical role in the inhibition of
multistage photocarcinogenesis in part by transactivating proapoptotic genes that
stimulate the elimination of UV-damaged precancerous “sunburn” cells (19, 378).
Moreover, p53 would be expected to inhibit skin cancer development in view of its
demonstrated essential participation in NER. Tndeed, a well-characterized Southern
blot-based assay that measures DNA strand-specific repair at the level of the gene
was employed to show that genetically-p53-deficient skin fibroblasts derived from
Li-Fraumeni syndrome patients, or skin fibroblasts expressing the human
papillomavirus E6 (HPV-E6) oncoprotein that functionally inactivates p53 by
accelerating its proteasomal degradation, are each defective in GNER (167, 169),
(379). This defcct was manifested by the inability of these p53-deficient strains to
efficiently remove CPD from the nontranscribed strand (NTS) of the
transcriptionally-active dihydrofolate reductase and p53 genes following irradiation
with the model mutagen 254-nm UV. At the same time, these latter investigations
demonstrated that functional p53 was not required for TCNER, since p53-deficient
skin fibroblasts were fully proficient in the removal of 254-nm UV-induced CPD
from the transcribed strand (TS) of either dihydrofoÏate reductase or p53. Equivalent
results on NER of UV-induced CPD were subsequently obtained for mammalian
strains carrying homozygous nuil p53 mutations, including human colorectal
carcinoma celis (380) and murine embryonic fibroblasts (381). In addition, it was
demonstrated that human skin fibroblasts lacking functional p53 are defective oniy in
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GNER, and flot TCNER, of bulky DNA adducts induced by the environmental
carcinogen benzo(a)pyrene diolepoxide (382). In providing some potential
mechanistic explanation for the above findings, it was reported using 254-nm UV
exposed human celis that upregulation of the XP-C and XP-E proteins (which are
required for lesion recognition during GNER only) is dependent on the presence of
functional p53 (383, 384).
Notwithstanding the above investigations on 254-nm UV-exposed ceils
which convincingly demonstrated an essential role for p53 in GNER but flot in
TCNER, we originally postulated that p53 might actually regulate both MER
subpathways. Indeed, p53 had been shown to interact with the XP-B and XP-D
helicases which are required for strand separation during GNER and TCNER, as well
as with the CS-B protein that participates in lesion recognition during TCNER only
(117). In addition, after exposure to genotoxic agents, p53 transactivates a gene
encoding the ribonucleotide reductase subunit p53R2 (385) which is essential for the
DNA resynthesis step common to both NER subpathways. Finally, ceils lacking
functional p53 are deficient in the recovery of mRNA synthesis after UV treatment,
indicating the relative inabiÏity of such ceils to efficiently clear transcription
blocking CPD from the TS of active genes (386). With the above rationale in mmd,
we mnitially employed the ligation-mediated polymerase chain reaction (LMPCR)
technique to demonstrate at nucleotide resolution that p53-deficient human
fibroblasts, either derived from Li-Fraumeni patients or expressing HPV-E6, exhibit
a substantial deficiency in both GNER and TCNER as measured at the endogenous
c-jun and p53 loci following treatment with polychromatic UVB (290-320-nm)
(387). We reasoned that the apparent discrepancy between these latter data showing
p53 dependence for TCNER in human skin fibroblasts, and those cited in the
preceding paragraph which seemingly demonstrated the opposite, might be explained
by the circumstance that in each case celis were irradiated with different UV sources,
i.e. emitting, respectively, either environmentally-relevant polychromatic UVB, or
monochromatic 254-nm (“germicidal”) UV which is virtually absent from telTestrial
sunlight. Although important similarities have been documented regarding the types
of premutagenic DNA photoproducts and concomitant genotoxic stress responses
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elicited by 254-nm UV vs. UVB (388), these wavelengths manifest differential
capacities to alter the cellular redox state and, as a consequence, to influence patterns
of gene activation (see Discussion). In order to evaluate the intriguing possibility that
p53 might regulate NER in a wavelength-dependent manner, we employed well
characterized isogenic human lymphoblastoid strains differing only in p53 status to
study the kinetics of strand-specific CPD removal along two chromosomal genes,
i.e., c-jun and Ïzypoxanthine phosphoribosyltransferase (hprt), following treatment
with either 254-nm or UVB.
II) Materials and methods
Celi Strains
The p53 +1+ human lymphoblastoid strain TK6, and its functionally p53-
deficient counterpart TK6-5E (constitutively expressing the HPV-E6 oncoprotein
derived from the high-risk HPV16 subtype), were kindly provided by Dr. J.B. Littie
(Harvard School of Public Health). NH32, a homozygous p53-knockout derivative
of TK6, was a generous gift of Dr. H.L. Liber (Massachusetts General Hospital). Ail
three strains were routinely maintained in suspension culture in a 5% C02
atmosphere at 37°C in RPMI 1640 medium (Gibco BRL) supplemented with 10%
inactivated horse serum and 100 U/ml penicillinlstreptomycin.
UV irradiations
Approximately 5 x 106 exponentially-growing lymphoblastoid cells were
washed once with PBS (containing Ca and Mgj, resuspended in 10 ml PBS, and
added directly to 100-mm petri dishes. Replicate cultures were then irradiated with
acute doses of either polychromatic UVB (290-320-nm) or monochromatic 254-nm
UV at room temperature. The UVB source consisted of two fluorescent tubes (F15T$
UVB lamp; UV Products, Upland, CA) generating a dose rate of 6.5 J1m2/s. The
incident UVB was filtered using a sheet of cellulose acetate (Kodacel TA-407 0.0 15
inch; Eastman Kodak Co.) in order to virtually eliminate contaminating wavelengths
below 290-nm. In the case of 254-nm UV, celis were irradiated with a G25T$
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germicidal lamp (Sankyo Denki, Japan) at a dose rate of 0.2 J/m2/s. UVB and 254-
nm UV fluences were measured with a Spectroline DRC lOOx digital radiometer
equipped with DIX 300 and DIX 254 sensors, respectively. It should be noted that
the UVB lamp emitted some measurable incident energy within the UVA range
(320-400 nm) which could flot be eliminated. While we cannot categorically rule out
that this UVA component exerted some effect, the total UVA output under our
exposure conditions, i.e., approximately 50J/m2, was unlikely to elicit any significant
biological response given that UVA is approximately 50,000-fold less genotoxic than
UVB on a per joule basis.
Enzymatic CPD cleavage and ligation-mediated polymerase chain reaction
LMPCR is a genomic sequencing method that allows quantification, at
nucleotide resolution along chromosomal genes, of any DNA adduct that can be
revealed either chemically or enzymatically as a ligatable strand break. The basic
LMPCR protocol employed here to investigate CPD repair rates along the TS and
NTS of either c-jttn or hprt has been described in detail (389, 390). Briefly, replicate
cultures were irradiated with either 20 J/m2 254-nm UV or 450 1/m2 UVB, and
incubated for varying times (0-24 h) to allow repair. Genomic DNA was then
purified and digested firstly with T4 endonuclease V which efficiently induces
single-strand breaks immediately adjacent to CPD sites with high specificity, and
secondly with Escherichia cou photolyase in order to convert these breaks to
ligatable 5’ termini. As described previously (391), aliquots of this enzyme-digested
DNA were fun Ofl denaturing agarose gels to show that 20 J/m2 of 254-nm UV and
450J/m2 of UVB induced initial global CPD frequencies of 1.6 and 2.4 CPD/lOkb,
respectively (data not shown). Following denaturation of the DNA, a gene-specific
oligonucleotide was annealed downstream of the region to be analyzed, and a set of
genomic cleavage products (i.e., terminating precisely at sites where T4
endonuclease V incised the DNA adjacent to CPDs) was generated via primer
extension with cloned Pfu polymerase. An asymmetric double-stranded
oligonucleotide linker was ligated to the phosphate groups at the fragment termini,
thus providing a common sequence on the 5’ end of all fragments. An
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oligonucleotide primer complementary to this linker, in conjunction with another
gene-specific primer, were then used in a PCR reaction to amplify the gene-specific
cleavage products of interest. These products were subjected to electrophoresis on
8% polyacrylamide gels alongside a Maxam and Gilbert sequencing ladder,
transferred to nylon membranes, hybridized to a 32P-labelled gene-specific probe,
and visualized by autoradiography. Ah hands corresponding to dipyrimidine sites,
and yielding a measurable signal above background, were quantified using a Bio-
Rad GS-525 phosphorimager (Bio-Rad Canada Ltd.). Variations in DNA sample
loading were carefully controlled for by quantitatively assessing the relative
intensities of non-specific signais hetween lanes. The LMPCR primer sets used for
quantification of NER rates at the c-juil locus have been described (392, 393), while
those used at the hprt locus have flot been previously published and are listed in
Table 1.
III) Resuits and discussion
Despite the general accord that functional p53 is essential for efficient GNER
of UV-induced CPD, apparently divergent daims initially emerged that this tumor
suppressor is either also required for TCNER (169), or plays no role whatsoever in
this process (387). Although essentialiy the same p53-proficient-vs. -deficient hurnan
skin fibroblast strains were compared in these two sets of studies, there were sorne
potentially significant differences in experimental design. for example in each case a
distinct strand-specific repair assay was employed, i.e., LMPCR, a PCR-based
genomic sequencing method that lias been adapted to measure repair of DNA
adducts at nucleotide resolution (394), vs. an extremely well-characterized Southern
blot-based assay that measures repair at the level of the gene (60). We reasoned that
this methodological difference is unhikely to account for the observed contrariety in
experimental outcome since each of the aforementioned assays lias been rigorously
validated as a means to evaluate NER rates along the TS and NTS of active genes in
living cells. For example using LMPCR we previously reproduced the expected
result, initially obtained via the Southern blot-based metliod (377), tliat CS-B celis
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are deficient in TCNER but not GNER of UV-induced CPD (395). Finally, we note
that each of the above-mentioned assays quantifies precisely the same event, i.e., the
lesion recognitionlincision step of NER as manifested by the disappearance of T4
endonuclease V-sensitive sites.
A more likely and indeed intriguing explanation to account for the perceived
discrepancy regarding the role of p53 in strand-specific NER concerned the use of
different CPD-inducing wavelengths, i.e., either 254-nm UV or polychromatic UVB
in the case of studies showing no role or an important role, respectively, for p53 in
TCNER. To investigate this possibility, we employed the p53+/+ human
lymphoblastoid strain TK6 and two isogenic p53-deficient derivatives, i.e., NH32,
carrying a homozygous knockout of p53; and TK6-5E, which constitutively
expresses the HPV-E6 oncoprotein that functionally inactivates p53. The p53 status
and phenotype of these lymphoblastoid strains have been verified in our laboratory
(396), and by others (397, 39$). SpecificaÏly, in response to DNA damaging agents,
it was shown that NH32 and TK6-5E manifest clear defects in hallmark p53-
regulated functions including celi cycle alTest, apoptosis, and induction of the p53
downstream effector p21 waf1.
Following treatment of TK6, TK6-5E, and NH32 with polychromatic UVB,
or TK6 and NH32 with 254-nm UV, we employed LMPCR to compare the rate of
CPD removal in each strain at nucleotide resolution along the TS and NTS of the
autosomal c-jun protooncogene, a locus routinely utilized for LMPCR studies.
However, c-juil is known to be transcriptionally-upreguÏated in a variety of ceil types
at early times following UV exposure (32), thereby introducing a potential bias when
this particular gene target is used for investigations on transcription-coupled repair of
UV-induced DNA damage. In addition, it must be taken into account that NER rates
may predictably be modulated in a locus-specific manner, possibly due to variations
in local chromatin structure. We therefore also developed and applied the LMPCR
technique to investigate the kinetics of strand-specific CPD repair along the X-linked
Ïzprt locus, i.e., a nonessential housekeeping gene which to our knowledge is not
regulated by DNA damage.
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Figure 16 shows a sample LMPCR autoradiogram reflecting CPD repair rates
at individuai nucleotide positions along a portion of the TS of the hprt gene in NH32,
TK6-5E, and TK6 following irradiation with 450J/m2 of UVB. (Autoradiograms
depicting repair along other regions of the TS or NTS of either c-jitn or hprt in UVB
exposed ceils are flot shown.) The arrows on the right side of this representative
figure indicate dipyrimidine sites manifesting a clear signai above background, i.e.,
which could be preciseiy quantified by phosphorimager analysis. For any given site,
the percentage of CPD remaining at various times post-irradiation was caicuiated by
comparing the intensities of hands produced at these times to that of the
corresponding hand at time zero (i.e., no opportunity for repair, 100% of CPD
remaining). Graphical compilations of ail repair rate determinations aiong the TS and
NTS of both hprt and c-jun for each UVB-exposed iymphoblastoid strain are
presented in figure 17. At ieast two different regions along each strand of each gene
were independentiy evaluated on separate autoradiograms, and 10-20 dipyrimidine
sites were quantified per region to arrive at a total of 25-40 sites
anaiyzed/strand/gene. Each data point on the graphs represents a mean value
caicuiated for these 25-40 sites. The resuits ciearly show that foiiowing irradiation
with poiychromatic UVB, human lymphoblastoid ceils wherein p53 is genetically or
functionaliy inactivated are significantly less proficient reiative to an isogenic wild
type counterpart in the removai of CPD from the TS of either c-jun or hprt (Figures
17A and 17B, respectiveiy), as well as from the NTS of these target genes (Figures
17C and l7D). This provides criticai confirmation for our previous finding that p53
reguiates TCNER (in addition to GNER) at the c-jun and p53 loci in human skin
fibrobiasts (22).
Sampie LMPCR autoradiograms are shown in figures 1$ and 19 which depict
CPD repair rates aiong portions of the NTS and TS, respectiveiy, of the hprt gene in
TK6 vs. NH32 following treatment with 20J/m2 of 254-nm UV. In essentially the
identicai manner as for the UVB studies described above, the kinetics of strand
specific repair at the c-jun and hprt ioci were determined and dispiayed graphicaliy
(Figure 20). Relative to wiid-type TK6, p53-nuii NH32 manifested defective CPD
removal from the NTS of either c-jun or lzprt foliowing 254-nm UV exposure,
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whereas thcse strains displayed no difference whatsoever in repair along the TS of
either target gene (Figures 20A and 2DB). This resuit is in complete accord with the
previous investigations (cited in the Introduction) on various human and murine
strains exposed to 254-nm UV, but is in contrast to the situation described in the
preceding paragraph for UVB-irradiated human lymphoblastoid or fibroblast strains
where efficient repair of both the TS and NTS display strict p53 dependence.
Our overail data clearly demonstrate, in a well-defined isogenic system at two
chromosomal loci, that loss of functional p53 significantly reduces the efficiency of
GNER and TCNER in human celis exposed to polychromatic UVB; however
following treatrnent with monochromatic 254-nm UV, p53 is essential for efficient
GNER but absolutely dispensable for TCNER. The revelation of this strildng
wavelength-dependent effect apparently explains the perceived discrepancy
discussed in detail earlier regarding the role of p53 in transcription-coupled repair.
Although the underlying rnechanism remains unknown, we suggest a plausible
general mode! based on the capacity of photonic energy in the form of 254-nm UV,
but not of UVB, to compensate for loss of functional p53 by stimulating the
inductionlactivation of one or more proteins (normally also regulated by p53) that
are required for TCNER. We further postulate that this process would constitute part
of the so-called “mammalian UV-response”, which comprises a plethora of
protective UV-inducible signalling cascades triggered via autophosphorylation of
plasma membrane-associated growth-factor receptors (399). Evidence to support
such a model has been provided by the demonstration that activation of jun-NH2
terminal kinase, i.e., a major ear!y event in the mammalian UV-response, may be
required for efficient removal of cisplatin-induced DNA damage which is an NER
dependent process (400, 401). In addition, primary CS-B fibroblasts but not XP
fibroblasts were shown to be irnpaired in jun-NH2 terminal kinase activation (402),
suggesting a possible role for this event specifically in TCNER.
In further support of the above model, previous investigations have
dernonstrated that UV-induced signal transduction originating at the plasma
membrane can be subject to wavelength-dependent regulation. 0f particular
significance given the example rendered in the preceding paragraph is that 254-nrn
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UV was shown to be considerably more potent than UVB in the activation of jun
NH2 terminal kinase in human ceils (48, 403). In addition, UVB but not 254-nm UV
induces significant activation of the MAP kinase pathway in either human primary
melanocytes (404) or murine keratinocytes (405). The occurrence of such
wavelength-dependent phenomena may be explained based on the fact that, to a far
greater extent than 254-nm UV, polychromatic UVB is able to significantly alter the
cellular redox state through the production of reactive oxygen species (406).
Furthermore, it is well established that shifts in cellular redox potential per se can
exert highly significant effects at the level of activation or inhibition of major stress
responsive signalling pathways (51). In any event, eventual characterization of the
precise basis for the UV wavelength-dependent regulation of CPD removal observed
here may be expected to reveal novel mechanistic information regarding the control
of transcription-coupled repair in humans.
Finally, our results have important implications regarding experimental
photobiology. 254-nm UV is virtually completely absorbed by the atmosphere, and
therefore flot a biologically-significant component of terrestrial sunlight. On the
other hand UVB is present in the natural environment and constitutes the primary
mediator for the most deleterious effects of solar radiation including erythema,
immunosuppression, mutagenesis, and skin cancer (407, 408). Despite the above,
since the inception of modern-day photobiological research, a vast in vitro and in
vivo database has accumulated on the genotoxic and carcinogenic effects of 254-nm
UV. Considerably fewer investigations have focused on UVB, and fewer still have
rigorously compared the effects of UVB vs. 254-nm UV. The convenience and ready
availability of germicidal lamps emitting 254-nm UV, coupled with the popular
assumption that 254-nm UV and polychromatic UVB elicit similar biological
responses, has perpetuated this situation. We note that the majority of previous
studies employing the “nonsolar” model mutagen 254-nm UV may indeed stand the
test of time with respect to physiological relevance. Nonetheless, in presenting one
prominent example where 254-nm UV does flot accurately replicate the effects of
UVB, our data strongly emphasize the need to exercise much greater caution when
choosing appropriate experimental models for skin cancer development in humans.
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HA-1 5’ -ATCCAATCAAATGTTTGTATC 50.2
TS, exon 2
HA-2 5’ -GTTTGTATCCTGTAATGCTCTCATTGAAAC 60.6
HB-1 5’-GAAGATTTTAGAAAGCATCAG 52.1
NTS, exon 2
HB-2 5’ -CCTAGTTTATGTTCAAATAGCAAGTACTCAG 60.7
HC-1 5’-TTGGTGTGGAAGTTTAATG 51.0
IS, exon 3
HC-2 5 ‘-GTGGAAGTTTAATGACTAAGAGGTGTTTG 60.6
HD- 1 5’-GAAAATATAAGAAAACCTACTG 50.7
NTS, exon 3
HD-2 5’ -GAAAACCTACTGTTGCCACTAAAAAGAATC 60.6
* The first oligonucleotide of each pair is used for primer-extension whule the second
one is used for the amplification step. (See material and methods.) Primers are
located within introns closely adjacent to the indicated exon.




Repair rates at individual sites (exon 3, primer HC, nucleotides 16740 to
16880; genebank accession #M26939) are depicted for NH32 (left side), TK6-5E
(middle) and TK6 (right side). 11e first four Ïanes on the left show LMPCR of DNA
treated with standard Maxam-Gilbert cleavage reactions. For each strain, the
following seven lanes show LMPCR of DNA isolated from UVB-irradiated celis that
have undergone repair for the indicated times. The last lane for each strain shows
LMPCR of unirradiated DNA followed by T4 endonuclease V/photolyase digestion
(background). The arrows indicate dipyrimidine sites that were quantified using a
GS-25 Phosphorimager (BioRad), equipped with the MuitiAnalyst program version
1.1.
Figure 17:
A, transcribed strand of c-fun; each data point represents the mean of 39 sites
using prirners JE (nucleotides +100 to +190; genebank accession #J09111), JX
(nucleotides +1748 to +1910) and JS (nucleotides +233 to +389). B, transcribed
strand of hprt; mean of 25 sites using primers HA (exon 2, nucleotides +14890 -
+14980) and HC (exon 3, nucleotides +16740 - +16880). C, nontranscribed strand
of c-jitiz; mean of 39 sites using primers JY (nucleotides +1644 - +1820) and lB
(nucleotides —360 to -215). D, nontranscribed strand of hprt; mean of 20 sites using
primer HB (exon 2, nucleotides +14850 - +14967). The standard error of the mean,
calculated for each data point, was less than +1-3.0% in ail cases. TK6, 1K6-5E,
À NH32
Figure 1$:
Repair rates at individual sites using primer HD (exon 3, nucleotides 16510
to 16630) are depicted for NH32 (ieft side) and TK6 (right side). 11e lane
designations and arrow indications are the same as for figure 1.
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Figure 19:
Repair rates at individual sites using primer HA (exon 2, nucleotides 14890
to 14980) are depicted for NH32 (left side) and TK6 (riglit side). The lane
designations and arrow indications are the same as for figure 1.
Figure 20:
A, transcribed and nontranscribed strand of c-jun using primers JE
(nucleotides +100 - +190) and JS (nucleotides +233 - +389) for the transcribed
strand and primers JT (nucleotides +230 - +3 10) and JY (nucleotides +1644 - +1820)
for the nontranscribed strand. Each data point represents the mean of 25 sites for the
transcribed strand and 27 sites for the nontranscribed strand. B, transcribed and
nontranscribed strand of hprt using primers HA (exon 2, nucleotides 14890-14980)
and HC (exon 3, nucleotides +16740 - +16880) for the transcribed strand, and
primers HB (exon 2, nucleotides +14850 - +14967 ) and HD (exon 3, nucleotides
+165 10 - +16630) for nontranscribed strand. Each data point represents the mean of
38 sites for the transcribed strand and 45 sites for the nontranscribed strand. The
standard error of the mean, calculated for each data point, was less than +1- 3.0% in
ail cases. Open and closed symbols depict repair of the transcribed and
nontranscribed strand, respectively. L1, TK6; L,Â NH32.
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Figure 16. Repair of UVB-induced CPD at nucleotide resolution along a portion
of the TS of the human Izprt gene in TK6, TK6-5E, and NH32.



























Figure 17. Influence of p53 status on CPD removal along the transcribed and
nontranscribed strands of the c-fun and hprt bd in TK6, TK6-5E, and NH32
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Figure 19. Repair of 254-nrn UV-induced CPD at nucleotide resolution along a
portion of the TS of the human Itprt gene in TK6 and N1132.









Figure 20. Influence of p53 status on CPD removal along the transcribed and
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The hepatitis B virus X protein (HBx) is irnplicated in liver cancer
development, and this presumably involves its ability to bind and functionaÏÏy
inactivate the p53 tumour suppressor. For example expression of HBx in cultured
ceils has been shown to inhibit global nucleotide excision repair, a p53-dependent
subpathway of nucleotide excision repair (NER) which eliminates helix-distorting
DNA adducts, eg., UV-induced cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs), from the
genome overall. However it remains undetermined whether HBx also interferes with
transcription-coupled NER (TCNER), another NER subpathway which removes
DNA adducts uniquely from the transcribed strand (TS) of active genes. To address
this, we employed the model human lymphoblastoid strain TK6 and its isogenic p53-
nuil counterpart NH32, in conjunction with derivatives of these strains constitutively
expressing HBx (TK6-HBx and NH32-HBx). Relative to TK6, following exposure
to either UVB (290-320-nm) or UVC (254-nm), TK6-HBx, NH32 and NH32-HBx
manifested significantly reduced apoptotic capacity to varying degrees, although no
striking differences in clonogenic survival between the four strains were observed.
As previously documented in our laboratory (G. Mathonnet et aÏ., 2003, Proc. Nati.
Acad. Sci., 100, 7219-7224), ligation-mediated PCR analysis revealed NH32 to be
deficient compared with TK6 in CPD removal along the TS strand of the
chromosomal c-jun locus following UVB exposure, but to be proficient in this
respect following UVC exposure, i.e., the requirement for p53 in TCNER exhibits
wavelength dependence in human celis. Remarkably however, in contrast to the
situation for NH32, TK6-HBx and NH32-HBx manifested defective repair along the
TS of c-jun after irradiation with either UVB or UVC. The data demonstrate that
HBx expression can reduce the efficiency of TCNER in addition to GNER in human
cells via p53-independent as welÏ as -dependent pathways.
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I) Introduction
Chronic infection with hepatitis B virus (HBV) is a primary determinant in
the patliogenesis of hepatocellular carcinoma (HCC) (409), one of the most frequent
malignancies worldwide with approximately 500,000 new cases each year (410).
HBV possesses a 3.2 kb double-stranded DNA genome comprised of four open
reading frames, including one encoding the X regulatory protein (HBx) which
apparently plays a major role in HCC development. Indeed, exogenous HBx
expression has been linked to neoplastic transformation of rodent celis in vitro (322,
411) and to the induction of liver tumors in transgenic mice (238, 412). While the
mechanisms underlying its procarcinogenic activity remain unclear, a burgeoning
literature is revealing HBx to be a promiscuous transcriptional cofactor which,
through modulation of multiple cellular signaling cascades andlor direct protein
interactions, regulates critical nuclear transcription factors such as AP- 1/-2,
CREB/ATF2, and NficB (354, 413-418). It may be particularly noteworthy that HBx
strongly binds the p53 tumor suppressor, tliereby interfering with the latter’s capacity
to transactivate target genes, and to engage in protein-protein-interactions, in
response to cellular stress (105). For example HBx expression lias been shown to
attenuate p53-dependent apoptosis in human cells (359, 360, 419), aithougli not
surprisingly given its highly pleiotropic properties, HBx can also either activate or
inhibit apoptotic pathways which do flot require p53 (357, 362, 412, 420).
Aside from apoptosis, another critical antineoplastic process known to be
influenced by both p53 and HBx (see below) is nucleotide excision repair (NER).
NER eliminates highÏy-promutagenic DNA lesions that cliaracteristically distort the
sugar-phosphate backbone and block transcription, including (i) the UV-induced
cyciobutane pyrimidine dimer (CPD) which constitutes tlie preeminent model lesion
for experimental evaluation of NER capacity in living cells (389), and (ii) the 8,9-
dihydro-8 (N7-guanyl)-8-hydroxyaflatoxin Bi adduct (AFB Ï -N7-Gua adduct)
induced by the liver-specific carcinogen aflatoxin Bi (AFB1; see Discussion). NER
is comprised of two distinct but strongly overlapping subpathways: transcription
coupled NER (TCNER) removes DNA adducts exclusively from the transcribed
strand (TS) of active genes, whereas global NER (GNER) removes DNA adducts
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from virtually anywhere in the genorne including from the nontranscribed strand
(NTS) of active genes. GNER is initiatèd when the XP-E and XP-C/HR23B proteins
recognize the helical distortion introduced into DNA by, eg., CPDs or AFBY-N7-Gua
adducts, and bind to the damaged site (421). In contrast, TCNER is triggered when
the progression of RNA polymerase II becomes blocked at adducted positions along
the TS of active genes, whereupon the CS-B and -A proteins converge possibly to
facilitate dispiacement of the polymerase (376). Following these unique lesion
recognition events in the case of either GNER or TCNER, the common “core NER
pathway” is recruited and accomplishes error-free restoration of the DNA through
sequential steps of (i) strand unwinding mediated by the XPB and XPD helicases; (ii)
incision on either side of the lesion i’ia the endonuclease activities of XP-G and XP
F/ERCC 1; (iii) excision of the lesion as part of a single-stranded oligonucleotide 3O
bp in length; and finally (iv) DNA resynthesis and ligation, using normal DNA
repÏication factors and the undamaged complementary strand as template.
A series of investigations in human and murine ccli unes irradiated with
monochromatic 254-nm UVC (hereafter refened to as UVC) has revealed that
functional p53 is required for efficient removal of CPDs from the NTS of
transcriptionally-active target genes (reflecting the rate of GNER), but is completely
dispensable for CPD removal along the TS (reflecting the rate of TCNER) (167, 169,
379, 381, 422). However more recently it has been demonstrated that the role of p53
in TCNER can vary strikingly according to the incident CPD-inducing UV
wavelength. Indeed following exposure of human ceils to polychromatic UVB (290-
320-nrn) (hereafter referred to as UVB), in contrast to the situation for UVC,
elimination of CPDs along the IS (as well as the NTS) of active genes was shown to
depend upon the presence of wiid-type p53 (387, 423). In short, TCNER can be
regulated by at ieast two distinct modes, i.e., p53-dependent and -independent, as
exemplified by the situation for UVB- and UVC-irradiated celis, respectively.
0f central importance here, previous studies employing assays of genome
overali repair have clearly indicated that exogenous HBx expression can interfere
with GNER in cultured human or murine ceils irradiated with UVC (225-227, 372),
although a single dissenting study using transformed human liver celis did flot reveai
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any such effect (424). Since HBx can functionally inactivate p53, and furthermore
p53 is strictly required for efficient global repair, it was reasonably postulated that
HBx attenuates ONER in a p53-dependent fashion. However two of the
aforementioned studies reported reduced repair of UV-induced DNA damage in p53-
deficient (as well as -proficient) strains which express HBx (226, 372), indicating
that HBx can also inhibit GNER independently of p53. In any case, no investigations
to date have evaluated strand-specific NER along actively transcribed genes in HBx
expressing celis, and therefore any potential effect of this viral oncoprotein on
TCNER remains to be determined. Here, following exposure to UVB or UVC, the
ligation-mediated polymerase chain reaction (LMPCR) technique was used to
directly quantify CPD removal at nucleotide resolution along the TS and NTS of the
chromosomal c-juil locus in a model p53-wild-type human lymphoblastoid strain and
an isogenic p53-null counterpart, in addition to derivatives of these strains
constitutively expressing HBx. This approach allowed determination, for the first
time, of the influence exerted by HBx on strand-specific nucleotide excision repair in
human ceils, and whether any such influence can be mediated via p53-dependent
and/or —independent pathways.
II) Materials and methods
Celi Strains
The p53-proficient human lymphoblastoid strain TK6 and its isogenic p53-
nuil counterpart NH32 were kindly provided by Dr. H.LLiber (Colorado State
University). The HBx coding sequence (derived from the HBV ayw subtype;
nucleotides 1241-1991) was cloned into the bicistronic retroviral vector AP2 which
also expresses enhanced green fluorescence protein (GFP) (425). In a manner
described previously (330), TK6 and NH32 celis were infected with this HBx
bearing construct and, in addition, these two strains were each infected with the
control AP2 vector expressing GFP alone. All retroviral infections yielded
polyclonal populations where 9O% of the cells were GFP as determined by
fluorescence microscopy. Each polyclonal population was subcloned in 96-well
plates and, following 2 weeks growth, plates were screened under a fluorescence
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microscope to select GFP clones. One such clone was ultimately chosen from each
population and expanded for further analysis. Hereafter, the four expanded clones
will be referred to as strains TK6, NH32, 1K6-HBx, or NH32-HBx with the
corresponding genotypes p53’GfP, p53°”°GFP, p53’HBx GFPt and
p53°’°HBx GFF1 respectively. All strains were maintained in a 5% C02 atmosphere
at 37°C in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated horse serum
and 100 U/ml penicillin/streptomycin (Invitrogen).
RT-PCR and reporter-gene transactivation assays
RT-PCR analysis was employed to confirm the presence or absence of
intracellular HBx transcripts in each of TK6, NH32, TK6-HBx, and NH32-HBx.
Briefly, 2x106 celis were lysed in 1 ml TRTzo1® reagent (Invitrogen), and total RNA
extracted using chloroform and isopropyl alcohol. Five pg of RNA were then reverse
transcribed for 1 hr at 45°C in a reaction containing 24 U of Mo-MuLV reverse
transcriptase (Invitrogen), 10 ng/tl oligo d(T)1218, and 500 tM of each
deoxynucleotide triphosphate. The resulting cDNA was then subjected to a standard
PCR reaction using HBx-specific sense (5’-GGCTGCTAGGCTGTGCTGCC) and
antisense (5’-GTTCCGGTGGGCGTTCACGG) oligonucleotide primers, as well as
GAPDH-specific oligonucleotide primers as internal control, and visualized by
agarose gel electrophoresis.
Whether HBx transcripts detected in the above manner encode a functional
protein was evaluated by assessing the well-characterized capacity of HBx to
modestly transactivate exogenous genes under control of an NFid3 responsive
element. For this purpose, a dual-luciferase reporter assay system was used
according to manufacturer’s instructions (Promega, WI). Briefly, cells were seeded
in 24-well plates at 40,000 cells/well and incubated overnight. One microgram of the
NFiB-driven firefly luciferase reporter plasmid pGL3 (kindly provided by Dr. R.
Lin; McGill University) and 0.2 tg of the plasmid pRL-0 (encoding renilla
luciferase for internal control) were cotransfected into each strain using
Lipofectamine® reagent (Invitrogen). After 5 hours, the transfection mix was
removed and cells were overlayed with complete RPMI medium. At 48 hrs post
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transfection, ceils were lysed and luciferase activity determined using a Lumat LB-
9507 luminometer (EG&G Berthold, Germany). Relative luciferase activity is
expressed as the ratio of firefly luciferase expression (from pGL3) to renilÏa
luciferase expression (from the control vector pRL-0). Reported values represent the
average ±SEM of six independent experiments.
UV Irradiation conditions
Prior to UV irradiation, exponentially-growing suspension cultures were
washed thoroughly with Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS), resuspended in
5 ml PBS, and added to 100-mm culture dishes. Cells were irradiated with UVB
using two fluorescent tubes (FS2OT12/UVB/BP, Philips) delivering a dose rate of 6.5
J1m2/s. The incident UVB was filtered through a sheet of cellulose acetate (Kodacel
TA-407 clear 0.0 15 inch; Eastman-Kodak Co.) to virtually eliminate contaminating
wavelengths below 290-nm. Alternatively, ceils were exposed to UVC using an
unfiltered Philips G25T8 germicidal lamp, at a fluence of 0.2 J/m2Is. UVB and UVC
fluences were measured with a Spectroline DRC bOX digital radiometer equipped
with DIX-300 and DIX-254A sensors, respectively (Spectronics Corp.).
Apoptosis analysis
Apoptosis was measured in TK6, TK6-HBx, NH32, and NH32-HBx by
double staining with Hoechst 33342 (Sigma) and propidium iodide (PI; Molecular
Probes) as previously described for strain TK6 (426). In this assay, the relative
proportions of apoptotic vs. necrotic cells are distinguished based on differential dye
permeability, i.e., necrotic cells being permeable to both dyes whereas apoptotic cells
are uniquely permeable to Hoechst 33342. Briefly, 5x105 exponentially-growing
celis were irradiated in PBS with either 100 J1m2 of UVB or 7.5 J1m2 of UVC
(equitoxic doses) and incubated in regular growth medium for 12 or 24 hrs. Celis
were then centrifuged, resuspended in 100 t1 of PBS containing 1 tg/ml Hoescht
33342, and incubated for 15 minutes at 37°C. The cells were again centrifuged and
resuspended in 1 ml of PBS containing 5 tg/ml of PI and 4 jig/mi of RNAse A, and
immediately analysed by fluorescence-activated cell sorting using a FACStar
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apparatus (Becton-Dickinson) equipped with a heliumlcadmium laser emitting at
325-nrn. Each time point represents the average ± SEM of 4 independent
experirnents.
Clonogenic survival
Clonogenic survival assays were performed on TK6, NH32, 1K6-HBx, and
NH32-HBx following treatment in PBS with either UVB or UVC. Immediately after
irradiation, celis were coiiected by centrifugation and resuspended in normal growth
medium, followed by dilution and piating of appropriate celi numbers in replicate 96
well dishes. After 2 weeks incubation, dishes were scored for colony formation, and
relative survival calculated on the basis of a Poisson distribution as previously
described for strain TK6 (427). Results are expressed as the average ± SEM of four
independent experiments.
Ligation-mediated polymerase chain reaction (LMPCR)
Using LMPCR, the rate of CPD removal was determined at nucleotide
resolution along the TS and NTS of the chromosomal c-juil locus in 1K6, NH32,
TK6-HBx, and NH32-HBx following exposure to 450 J/m2 UVB or 20 J/m2 UVC.
The LMPCR protocol has been previously described in detail (390, 428). Briefly,
after UV irradiation and incubation of ceils to allow repair, genomic DNA is isolated
and digested with T4 endonuclease V to efficiently incise the DNA with high
specificity at CPD sites. The DNA is then further digested with Escherichia cou
photolyase to remove resulting 5’-pyrimidine overhangs, thus generating ligatable
termini. A c-juil gene-specific oligonucleotide is annealed downstream of the break
site, and the set of genomic cleavage products extended using PJu exo DNA
polyrnerase (Stratagene). An asymmetric double-stranded linker is ligated to the
phosphate groups at the fragment termini, providing a common sequence on the 5’
end of ail fragments. A linker-specific primer, in conjunction with another gene
specific primer, is then used in a PCR to amplify the cleavage products of interest.
These products are subjected to electrophoresis on 8% polyacrylamide gels alongside
a Maxam and Gilbert sequencing ladder, transferred to nylon membranes (Roche),
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hybridized to a 32P-labeled gene-specific probe, and visualized by autoradiography.
Each experimental condition is assayed in duplicate. A screening sequencing gel is
mn using a portion of the DNA to ensure that there is no significant variation
between the two samples, which are then pooled on a combined gel. All bands
located at dipyrimidine sites, and yielding a measurable signal above background
(i.e. above the signal in the “no UV” control lane representing unirradiated enzyme
digested DNA), were quantified using a Bio-Rad GS-525 phosphorimager (Bio-Rad
Canada Ltd.). Each quantified band represents a nucleotide position where a break
was induced by CPD cleavage, and the intensity of the band reflects the number of
DNA molecules with ligatable ends terminating at that position, i.e., corresponding
to the amount of damage remaining at this site relative to time 0. Variations in DNA
sample loading were carefully controlled for by quantitatively assessing the relative
intensities of non-specific signals between lanes in different regions of the gel. The
LMPCR primer sets for studying repair at the c-juil locus (429), and the
corresponding nucleotide positions along c-juil that can be analysed using each are:
1. To analyze repair rates along the TS, primer sets JS (+233 to +389) and IX
(+1748 to +1910).
2. To analyze repair rates along the NTS, primer sets JB (-360 to -215) and JY
(+1644 to +1820).
Northern Blot analysis
Induction of c-j un mRNA was analysed in our UV-exposed strains by
Northern blotting according to standard protocols (430). Briefly, replicate cultures
(1x107) cells treated with 450 1/m2 UVB or 20 1/m2 UVC, lysed at various time
points post-irradiation in 1 ml TRJzol® reagent (Invitrogen), and total RNA extracted
using chloroform and isopropyl alcohol. 15 jig of total RNA stained with ethidium
bromide were separated on formaldehyde-agarose gels and transferred to nylon
membranes. The membranes were hybridized overniglit at 65°C with a 32P-labeled c
jun-specific probe, and c-juil mRNA levels quantified via phosphorimager analysis.
The 2$S rRNA fraction was used to control for variations in sample loading.
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III) Resuits
Construction and characterization of a model isogenic system to investigate the
phenotypic consequences of HBx expression in human ceils
We chose the extremely well characterized model human lymphoblastoid
strain TK6 to study the influence of HBx expression on the cellular response to UV
induced DNA damage. Although HBV is mainly implicated in hepatocarcinogenesis,
this virus is now known to be lymphotropic as well as hepatotrophic and, moreover,
recent studies have suggested that calTiers are at higher risk for developing B-cell
non-Hodgkin’s lymphoma (278, 279) (as has now been more firmly established in
the case of hepatitis C virus (431, 432)). In addition, we emphasize that primary
human hepatocytes (i.e., ideally the cellular model of choice) flot oniy exhibit rapid
loss of differentiated hepatic function in culture, but are also very difficuit to obtain
and characterized by extremeÏy lirnited proliferative capacity, i.e., are highly
impractical for the types of studies currently described. Furthermore, it is apparent
that commonly-uscd human hepatoma celi lines such as HepG2 bear littie
resemblance to their normal counterparts in vivo, eg., displaying extensive
downregulation of major liver-specific markers including activins (433) and drug
metabolizing enzymes (434, 435). In summary, the TK6/NH32 system represents a
convenient and physiologically-relevant model for investigating the effects of HBx
expression in human celis.
Populations of TK6 or NH32 were infected with the bicistronic retroviral
based vector AP2 carrying the HBx and GFP open reading frames. The strains TK6-
HBx and NH32-HBx were derived from the infected populations, and the presence
of HBx mRNA confirmed by RT-PCR analysis (Figure 2 lA). On the other hand, no
HBx transcripts could be detected in either TK6 or NH32 bearing AP2 vectors
expressing only GFP. The four strains were then evaluated for their relative abilities
to transactivate a luciferase reporter gene under control of an NFiB promoter
element. Consistent with prior studies (369, 419), HBx-expressing strains exhibited a
2 to 4 fold induction of luciferase reporter gene expression relative to either TK6 or
NH32 (Figure 2 lB).
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Influence of HBx expression on apoptosis and clonogenic survival
TK6, NH32, TK6-HBx, and NH32-HBx were treated with 100 1/m2 of UVB
and the apoptotic celi fractions measured via Hoechst 33342/propidium iodide
staining followed by FACS analysis. Ail four strains manifested similar levels (5%)
of programmed ceil death in the absence of UV treatment (data flot shown). At 12
hrs. following UVB irradiation, TK6-HBx and NH32 manifested reductions in the
proportion of ceils undergoing apoptosis relative to 1K6 (Figure 22A, left panel);
moreover it is noteworthy that NH32-HBx was signifïcantly deficient in apoptosis
compared with NH32 (p< 0.05, unpaired t test with Welch correction). At 24 hrs
post-UVB, NH32, TK6-HBx, and NH32-HBx exhibited more pronounced relative
reductions in ceilular apoptotic fraction, although at this particular time point no
difference was noted between NH32 and NH32-HBx. Despite the above, similar
levels of clonogenic survival were observed among the four strains after UVB
exposure (Figure 22B, left panel). Treatment of ceils with an equitoxic dose of UVC
(7.5 J/m2) yieided a similar trend with respect to apoptosis induction in TK6 vs.
TK6-HBx or NH32 (Figure 22A right panel). Moreover NH32-HBx showed
significantly greater resistance to apoptosis than NH32 at either 12 or 24 hrs post
UVC (p<O.0S). However, as observed for UVB-exposed ceils, no striking similarities
in clonogenic survival were observed among the four strains following UVC
irradiation (Figure 22B, right panel).
Influence of HBx expression on strand-specific NER of CPD following
irradiation with UVB or UVC
LMPCR was employed to quantify CPD removal at nucleotide resolution
along the NTS vs. the TS of the chromosomal c-jun locus in TK6, NH32, 1K6-HBx
and NH32-HBx following exposure to UVB or UVC. Figure 23 shows a sample
LMPCR autoradiogram depicting CPD repair rates over a 24 hr period at individual
nucleotide positions along a portion of the 15 of c-jan in NH32, TK6-HBx, and TK6
following irradiation with 450 J/m2 of UVB. (Autoradiograms reflecting CPD repair
along other regions of the TS or NTS of c-jan in UVB- or UVC-exposed ceils are flot
shown.) The arrows on the right side of this representative figure indicate
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dipyrimidine sites manifesting a clear signal above background, i.e., which couid be
precisely quantified by phosphorimager analysis. For any given site, the percentage
of CPDs remaining at various times post-iiradiation was calculated by comparing the
intensities of hands produced at these times to that of the corresponding hand at time
zero (i.e., no opportunity for repair, 100% of CPD remaining). Graphical
compilations of ail repair rate determinations along the TS and NTS of c-jun for each
lymphoblastoid strain exposed to either UVB or UVC are presented in Figure 24.
Two widely-spaced regions along each strand of c-juil (i.e. at the 5’ and 3’ ends)
were independently evaluated on separate autoradiograms, and 10-20 dipyrimidine
sites were quantified per region to arrive at a total of 20-40 sites analyzed/strand.
Each data point on the graphs in Figure 24 represents a mean value calculated for
these 20-40 sites. The resuits show that following irradiation with UVB or UVC,
strains NH32, TK6-HBx and NH32-HBx are less proficient to equal extents
compared with the isogenic wild-type counterpart TK6 in the removai of CPD from
the NTS of c-jun (Figure 24A and 24C). This is consistent with prior studies (cited in
the Introduction) indicating that HBx expression inhibits GNER in a p53-dependent
manner. Moreover, as recently demonstrated in our laboratory (423), we reconfirm
that p53-null NH32 is deficient in repair of the TS after UVB irradiation but
completely normal in this respect after UVC irradiation (Figures 24B and 24D), i.e.,
the requirement for p53 in TCNER of CPDs is UV wavelength dependent.
RemarkabÏy however, TK6-HBx and NH32-HBx exhibit similar reductions in repair
of CPDs along the TS of c-jtuz, regardless of the incident CPD-inducing wavelength
(Figures 24B and 24D).
Induction c-jun mRNA in UV-irradiated human lymphoblastoid celis
In order to investigate the possibility that any reductions in TCNER capacity
observed here might be ascribed to attenuated transcription under our particular
irradiation conditions, we measured the time course for c-jun mRNA induction in ail
of our strains by Northern blotting following exposure to 450J/m2 UVB or 20J/m2
UVC. After treatment with either wavelength, c-j un mRNA was strongly induced in
TK6 and TK6-HBx, reaching a peak of 6-1 1-fold after 2 hours (Figure 25). Virtually
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identical resuits were obtained for NH32 and NH32-HBx (data flot shown). The
resuits show that there is strong transcriptional activation of c-jun in ail strains under
each irradiation condition.
IV) Discussion
A number of previous investigations has demonstrated that HBx expression
can significantly reduce the efficiency of GNER, apparently in a p53-dependent
manner, in human or murine cultured ceils exposed to UVC. In the current situation,
we sought to investigate the heretofore unaddressed possibility that HBx also
interferes with TCNER in human cells, and if so whether this interference may rely,
or flot, on HBx-mediated functional inactivation of p53. For this purpose we
employed the human lymphoblastoid strain TK6 and an isogenic derivative carrying
a homozygous p53 gene knockout (NH32), in addition to derivatives of these strains
constitutively expressing HBx (TK6-HBx and NH32-HBx). Following exposure to
DNA damaging agents, NH32 was previously shown to exhibit hallmark p53-null
phenotypes relative to TK6, including defects in each of GuS arrest, apoptosis, and
transactivation of p53 target genes (396, 397). In addition as shown here, compared
with TK6, TK6-HBx and NH32-HBx manifest reduced levels of p53-dependent
apoptosis following exposure to either UVB or UVC, as well as increased
constitutive transactivation of an NFKB-driven luciferase reporter gene. These data
provide assurance that retroviral-driven expression of HBx yields functional protein
in a human lymphoblastoid ce!! background.
We have employed LMPCR here to directly demonstrate at nucleotide
reso!ution that, relative to TK6, the efficiencies of CPD removal along both the NTS
and TS of the chromosomal c-jun locus are attenuated to similar extents in TK6-
HBx, NH32, and NH32-HBx following irradiation with UVB. This establishes for
the first time that intracellular HBx expression can interfere with TCNER (in
addition to GNER) in cultured human ceils, and suggests that such interference may
be attributable to functional inactivation of p53. However the further observation that
CPD removal along the TS of c-jun is equally defective in TK6-HBx and NH32-HBx
following UVC exposure, whereas this repair process proceeds normally (as
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expected) in NH32, conciusively reveals that intracellular FIBx expression can also
inhïbit TCNER independentÏy of p53 in human ceils. It should be noted that, as we
showed previously (423), there is only a slight difference in the rate of repair of the
TS vs. the NTS of c-jun in strain TK6 following irradiation with UVB (compare
figures 24A and 24B). Interestingly however, after irradiation with UVC, preferential
repair of the TS over the NIS of c-jtm is considerably more apparent (compare
figures 24B and 24D). The underlying basis for the wavelength difference in TCNER
efficiency in p53-wild type TK6 after UVC vs. UVB exposure remains unknown, but
this difference (in addition to the difference in TCNER capacity between TK6 and
TK6-HBx), cannot be merely ascribed to a state of attenuated transcription under our
irradiation conditions. Indeed the c-jtm gene, an integral inducible component of the
mammalian UV response, is known to be strongly activated at early times post-UV
(32). Furthermore we have demonstrated here that ail four strains exhibited strong
patterns of c-jun mRNA induction whether exposed to 450 J/m2 UVB or 20 J/m2
Uvc.
The NER defects in TK6-HBx, NH32, or NH32-HBx cannot be explained by
active interference with DNA repair by apoptosis (as previously documented in
murine cells (436)), since levels of programmed ceil death induced by either UVB or
UVC were reduced to varying degrees in these strains relative to TK6. Interestingly,
although prior studies have clearly demonstrated a major role for p53 in UV-induced
apoptosis (396, 437, 438), to our knowledge the current data are unique in
documenting a decreased apoptotic response in the specific case of HBx-expressing
human ceils treated with an NER-dependent mutagen. Interestingly at most of the
time points analyzed, TK6-HBx was somewhat more resistant than NH32 to UV
induced apoptosis, and NH32-HBx displayed even much stronger resistance. These
data suggest that HBx attenuates apoptosis after DNA damage by both p53-
dependent and -independent mechanisms. In any case, despite these anti-apoptotic
effects, no striking differences in clonogenic survival were observed among the four
lymphoblastoid strains after UV exposure. This lack of correlation between apoptosis
and clonogenic survival may be explained by the multifunctional properties of HBx
as these collectively influence the balance between ceil death and survival in our
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experimental system, eg., in the case of TK6-HBx or NH32, a relative reduction in
clonogenic survival attributable to defective NER of UV DNA photoproducts may
well be offset by a concomitant enhancement of cellular viability accorded througli
suppression of DNA damage-induced apoptosis.
As emphasized above, the inhibitory effect of HBx on GNER in either UVC
or UVB-exposed ceils may be largely explained by the capacity of this viral
oncoprotein to bind and functionally inactivate p53. Indeed it lias been demonstrated
that induction of the GNER-specific proteins XPC and p48 ta UV-DDB subunit
which is mutated in XPE patients) are p53-dependent in UVC-exposed human celis
(383, 384). Moreover, possibly involving upregulation of gadd45 (381) andlor direct
binding to the histone deacetylase p300 (439), functional p53 appears to be required
for heterochromatin relaxation following UVC irradiation, whicli in turn is essential
to allow access of the GNER lesion-recognition complex to sites of DNA damage.
Sucli p53-dependent chromatin remodeling would be required for GNER, but not for
TCNER where a “preexisting” open DNA conformation is presumably bestowed by
the basal transcription machinery.
On the other hand, elucidation of the precise mechanism whereby HBx
might inhibit either TCNER or GNER independently of p53 could be complicated by
the highly multifunctional nature of this viral oncoprotein, although there are some
definite possibilities. For example HBx may reduce GNER independently of p53
through its ability to directly bind the p127 subunit of UV-DDB (440). This latter
interaction can promote UV-induced cell death (441, 442), but it is flot clear if the
cytotoxic effect is attributable to reduced GNER efficiency per se or to other
functions of UV-DDB (443). In addition, HBx lias been shown to directly bind the
TFIIH components XPB and XPD (105, 444), which are required for basal
transcription as well as for the strand-unwinding step of the core NER pathway. One
investigation also reported that HBx expression can attenuate XPB and XPD
expression at the mRNA and protein levels in transformed human cells (369). While
the precise phenotypic consequences of these particular interactions remain to be
clarified, sequestration and/or transcriptional down-regulation of XPB and XPD by
HBx would be expected to reduce the efficiency of both GNER and TCNER
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independently of p53. It is also conceivable that HBx influences GNER andlor
TCNER without the participation of p53 tlirough modulation of cellular signaling
pathways, and/or through direct binding to a multitude of cellular transcription
factors (see Introduction). For example, HBx was shown to interact with activating
transcription-factor 2 (ATF-2; a downstream effector of the mitogen-activated
protein kinase pathway), and to alter its promoter-binding specificity (414).
Furthermore, evidence lias been presented to indicate that jun NH2-terminal kinase
dependent activation of ATF-2 plays a major role in the removal of cisplatin-induced
DNA adducts via NER in human breast cancer cells (445). Finaliy we note that HBx
directly binds basal transcription factors, flot only TFflH as mentioned above, but
also components of TFIIB (370) as well as the RNA polymerase subunit RPB5
(446). As a matter of speculation, such interactions with the cellular transcriptional
machinery miglit also be expected to somehow affect the efficiency specifically of
TCNER independently of p53.
As for most cancers, the initiation of multistage HCC can involve casual or
occupational exposure over prolonged periods to environmental mutagens, many of
which ostensibly induce highly genotoxic DNA adducts that are subject to removal
via NER. As one well-characterized example, dietary exposure to the powerful
mutagen AFB 1 together with chronic HBV infection clearly play a preeminent
synergistic role in the initiation of liver cancer in parts of Africa and Asia where
HCC, HBV infection, and AFB1 contamination are ail highly prevalent (447).
Furthermore like CPDs, AFB 1-N7-Gua adducts are repaired apparently exclusively
via NER in human cells (53, 222). Therefore, as observed here for HBx-expressing
cultured human celis irradiated with UV, inefficient TCNER (as well as GNER)
coupled with defective apoptosis would be expected to occur in HBV-infected
hepatocytes exposed to AFB i in vivo. This in turn would favour the accumulation of
genetically-damaged hepatocytes, thereby contributing to HCC development.
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A, RT-PCR analysis of HBx and GAPDH expression in human
lymphoblastoid celis. Samples were mn on an agarose gel foÏlowed by staining with
ethidium bromide. Lane 1, 100 bp ladder. Lanes 2-5, RT-PCR of TK6, TK6-HBx,
NH32 and NH32-HBx, respectively. B, HBx-mediated transactivation of an NF-icB
driven luciferase reporter gene in human lymphoblastoid cells. Values represent the
mean of six independent experiments.
Figure 22:
A, Levels of apoptosis in TK6 (black bars), TK6 HBx (gray bars), NH32
(white bars) and NH32-HBx (striped bars) following irradiation with 100 1/m2 UVB
(left panel) or 7.5 J/m2 UVC (right panel). The percentages of apoptotic celis were
determined by double staining with Hoescht 33342 and propidium iodide, followed
by FACS analysis. B, Clonogenic survival in TK6 (.), TK6-HBx (u), NH32 (À)
and NH32-HBx () following irradiation with UVB (left panel) or UVC (right
panel). Ah values represent the mean of at least three independent experiments.
Figure 23:
Representative LMPCR autoradiogram depicting repair of UVB-induced
CPDs at nucleotide resolution along a portion of the TS of c-juil (nucleotides +233 to
+360, primer JS) in TK6, TK6-HBx and NH32 (NH32-HBx not shown). The first
four lanes on the left show LMPCR of DNA treated with standard Maxam-Gilbert
cleavage reactions. For each strain, the next five lanes show LMPCR of DNA
isolated from UVB-irradiated ceils that have undergone repair for the indicated
times. The hast lane for each strain shows LMPCR of DNA isolated from
unirradiated cells that was digested with T4 endonuclease V/photolyase (background
signal). The arrows on the right indicate dipyrimidine sites that were quantified using
a GS-25 Phosphorimager (BioRad), equipped with the MultiAnalyst program version
1.1.
Figure 24:
Influence of p53 status and HBx expression on GNER (A) and TCNER (B) in human
lymphobÏastoid strains following exposure to 450 1/m2 UVB, and on GNER (C) and
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TCNER (D) following exposure to 20 J/m2 UVC. The percentage of CPDs remaining along
the TS and NTS were determined using primers sets described in Materials and Methods. At
least 15 to 40 dipyrimidine sites were quantified per strand for each of TK6 (.),TK6-HBx
(n), NH32 (À) and NH32-HBx (A).
Figure 25:
ftradiated (or mock irradiated) ceils were collected at various time points and 15 pg










figure 21. Analysis of HBx mRNA expression level and transcriptional activity
in TK6 and NH32 strains.
See figure legend for details.
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Figure 22. Influence of HBx expression and p53 status on apoptosis and
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Figure 23. Repair of UVB induced CPDs on the transcribed strand of c-jan in
TK6, TK6 HBx and NH32.
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Figure 24. Influence of HBx and p53 expression on GNER and TCNER
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lime post-UV (h) 0 0.1 1 2 6 12 24 0 0.1 1 2 6 12 24
c-iun
28$
Fold induction 1 0.8 2.4 5.4 3.4 1.9 1.3 1 0.9 4.7 7.4 5.9 4.1 2.6
B
TK6 TK6 HBx
Time post-UV (h) 0 0.1 1 2 6 12 24 0 0.1 1 2 6 12 24
c-iun
28S
Fold induction 1 0.7 5.3 11.3 5.6 2.8 1.6 1 0.9 5.8 8.7 5.4 4.0 2.4
Figure 25. lime course for c-juil mRNA induction in TK6 and TK6-HBx
irradiated witli 450 J/m2 UVB (A) or 20 J/m2 UVC (B).




Dans les études expérimentales, les rayons UV sont souvent utilisés comme
outil pour l’étude de la réponse cellulaire au stress. Néanmoins, il est important de
distinguer les études utilisant les UV comme un outil expérimental, de celles utilisant
les UV pour mieux comprendre les effets physiologiques et pathologiques de ces
radiations telle que la carcinogénèse environnementale. Malheureusement, ces
dernières études sont souvent peu pertinentes car beaucoup d’entre elles utilisent des
lampes germicidales émettant des UVC de longueur d’onde 254nm. Or, ce type de
rayonnement UV ne se retrouve pas à la surface de la Terre puisqu’il est bloqué par
la couche d’ozone, et de plus, ne pénètre que superficiellement dans les tissus
cutanés. D’autre part, les doses utilisées sont très souvent extrèmement élevées et
entrainerait la mort de la majorité de types cellulaires. Par ailleurs, de nombreuses
études ont montré qu’il existe des différences fondamentales entre les UVB et les
UVC au niveau physiologique. Alors que les UVC sont majoritairement absorbés par
l’ADN, les UVB vont être absorbés par divers chromophores dont les protéines, en
plus de l’ADN. Ainsi, afin de comparer les effets des rayons UVB et UVC au niveau
cellulaire, il est nécessaire d’utiliser des doses équitoxiques, générant la même
quantité de CPD au niveau de l’ADN. Or, dans très peu d’études publiées les auteurs
ont pris cette précaution. De plus, les conséquences d’une irradiation aux UV
dépendent non seulement de la longueur d’onde, mais aussi en grande partie de la
dose utilisée ainsi que du type cellulaire étudié. Ainsi, les nombreux effets
intracellulaires d’une irradiation aux UVB ou aux UVC rapportés dans la littérature
sont extrèmement variables. Dans l’article I intitulé « UV wavelength-dependent
regulation of transcription-coupled nucleotide excision repair », nous avons voulu
clarifier les données rapportées dans la littérature concernant les différences entre les
rayons UVB et UVC 254nm au niveau du mécanisme de réparation de l’ADN et du
rôle de p53 dans ce mécanisme. En effet, des études précédentes ont démontré que
p53 joue un rôle majeur dans la voie GNER uniquement, alors que notre laboratoire
a rapporté que cette protéine est nécessaire à l’efficacité des voie GNER et TCNER
(168, 169, 423). Afin de résoudre ces divergences, nous avons comparé l’effet des
UVC 254nm utilisés dans la première étude à celui des UVB utilisés dans la
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dernière, sur le rôle de p53 dans les voies GNER et TCNER. Dans le but d’effectuer
une comparaison adéquate des résultats obtenus après irradiation aux UVB et UVC
254nm, les cellules TK6 et leurs dérivés ont été irradiées avec des doses d’UV
équitoxiques. En effet, 20 J/m2 UVC 254nm produisent une quantité de CPDs







Figure 26. Analyse de la quantité de CPDs générés dans les cellules humaines
TK6 après irradiation aux UVB ou aux UVC 254nm.
Les cellules TK6 ont été irradiées aux doses indiquées à une fluence de 0,2 J/m2 et
6,5 J/m2 pour les UVC ou les UVB respectivement. L’ADN extrait est ensuite digéré
par l’enzyme T4 endoV qui clive spécifiquement au niveau des CPDs, puis migré sur
un gel d’agarose dénaturant (gel alcalin).
?HindIII /
HadJI - PX174 No UV 20 J/m2 80 J/m2 450 J/m2 2000 J/m2
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Ainsi, tel que montré sur la figure 26, 20 J/m2 UVC 254nm vont générer environ 0,8
cassures/lOkb, alors que 450 J/m2 créeront 1,2 cassures/lOkb environ, après
digestion de l’ADN irradié par l’enzyme T4 endoV. Les quantités de dommages
générées par ces doses d’UVC et d’UVB sont donc similaires, nous assurant ainsi
que les doses utilisées pour notre étude sont équitoxiques. Les résultats présentés
dans l’article I nous ont permis de démontrer que suite à une irradiation aux UVB, la
protéine p53 serait impliquée dans les voies GNER et TCNER (figure 17). Par
contre, après exposition des cellules aux UVC 254nm, p53 est impliquée dans la voie
GNER uniquement puisque les cellules isogéniques déficientes en p53 ont un taux de
réparation identique aux cellules p53 normales sur les brins transcrits de c-jun et hprt
(figure 20). Ainsi, ces résultats semblent résoudre les divergences précédentes
concernant le rôle de p53 dans la voie TCNER. Néanmoins, il reste encore à
determiner le(s) mécanisme(s) précis permettant à la voie TCNER de demeurer
efficace même en l’absence de p53, suite à une exposition aux UVC 254nm.
L’élucidation de tels mécanismes serait d’importance majeure étant donné que la
perte de fonction de la protéine p53 est un des évènements précoces menant à
l’apparition d’un cancer. La stimulation de cette voie encore indéterminée,
permettrait aux cellules de réparer les dommages induits par les UV sur le brin
transcrit, même en l’absence de p53.
Parmi les différences majeures existant entre les UVB et les UVC, la
production de ROS semble être la plus importante. En effet, les UVB vont générer
une quantité de ROS beaucoup plus importante que les UVC, à dose équitoxique
(406). Il est ainsi raisonable de penser que les ROS générés par les UVB inhiberaient
la voie de signalisation permettant aux cellules déficientes en p53 de réparer
efficacement le brin transcrit. Parmi ces voies de signalisation, les voies impliquant
les MAPK sembleraient constituer une bonne piste dans l’étude de tels mécanismes.
En effet, des études ont montré que JNK est activée de façon plus importante par les
UVC que par les UVB (403-405). Ainsi, il serait intéressant de vérifier si un tel
mécanisme est observé dans notre système, et si la modulation de cette voie aurait
des effets au niveau de la voie TCNER. Dans ce but, il serait important de vérifier
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l’activation des MAPK grâce à des anticorps spécifiques aux formes phosphorylées
(actives) des MAPK, ainsi que leur activité en mesurant la phosphorylation de leurs
substrats respectifs, après irradiation aux UVB ou aux UVC. De plus, il existe
plusieurs inhibiteurs spécifiques de ces MAPK. L’étude de la voie TCNER en
présence de tels inhibiteurs nous permettrait de déterminer quelle voie de
signalisation MAPK stimulerait la réparation du brin transcrit en l’absence de p53
fonctionnelle. 11 se pourrait néanmoins que ce mécanisme soit beaucoup plus
complexe et que plusieures voies de signalisation soient impliquées. Ainsi, l’article I
a permis de révéler que les UVC et les UVB peuvent avoir des effets très différents
au niveau intracellulaire, plus précisément au niveau de la réparation de l’ADN par
excision de nucléotides. Par conséquent, le mutagène UVC 254nm constitue un
excellent modèle pour des études mécanistiques fondamentales mais devrait être
substitué par les UVB ou les UVA pour les études reliées aux mécanismes de la
carcinogénèse environnementale.
Les fonctions fondammentales de p53 peuvent être affectées par des
oncoprotéines virales. Dans les cellules infectées par le virus de l’hépatite B,
l’oncoprotéine virale HBx va lier et inhiber les fonctions de p53 ( voir introdction
paragraphe W 2) a)). Comme mentionné dans le paragraphe W, l’interraction de
HBx avec p53 entraîne des conséquences majeures au niveau des processus
cellulaires impliquant p53 comme l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose et la
réparation de l’ADN. Néanmoins, HBx n’agit pas uniquement via p53, mais
interragit aussi avec de nombreuses voies de signalisation intracellulaires. Ainsi,
HBx affecterait plusieurs mécanismes intracellulaires et ce, de façons dépendantes
et/ou indépendantes du suppresseur de tumeurs p53.
Les précédentes études concernant le rôle de HBx dans la réparation par
excision de nucléotides, ont permis de démontrer indubitablement que HBx interfère
et inhibe la voie GNER. Néanmoins, aucune étude n’avait jusqu’à présent démontré
un effet de la protéine HBx sur la voie TCNER. L’article II constitue ainsi une étude
pilote puisqu’il rapporte pour la première fois un rôle substantiel de la protéine HBx
sur la réparation du brin transcrit d’un gène endogène actif. En effet, la mesure de la
vitesse d’enlèvement des CPDs sur le brin transcrit du gène c-jan par la méthode de
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LMPCR, a révélé un défaut important dans la voie TCNER dans les cellules
lymphoblastiques humaines TK6 HBx comparées aux cellules isogéniques
n’exprimant pas la protéine virale. De plus, cette étude suggère que l’effet de HBx
sur le TCNER serait indépendant de la présence de la protéine p53 fonctionnelle. En
effet, les cellules TK6 HBx sont déficientes en TCNER non seulement après
irradiation des cellules aux UVB, mais aussi après exposition aux UVC. Ces résultats
mettent en évidence un mécanisme majeur pouvant être impliqué dans la
carcinogénèse hépatique. En effet, il est connu que le suppresseur de tumeurs p53 est
inactif dans une grande partie des CHC, et constituerait un événement précoce de la
carcinogénèse hépatique. Par ailleurs, on connaît le lien étroit entre l’infection par le
HBV et l’apparition du CHC. Ainsi, on peut comprendre qu’une infection des
cellules hépatiques par le HBV et l’expression de la protéine HBx, favoriseraient la
carcinogénèse de manière considérable dans les cellules déficientes en p53 (suite à
des mutations causées par AFB1 par exemple), en agissant notamment au niveau des
voies GNER et TCNER. fi est important de mentionner par ailleurs que les études
présentées dans l’article II ont été effectuées dans le système modèle des cellules
lymphoblastiques TK6. On pourrait penser que l’utilisation d’hépatocytes serait plus
appropriée pour ce type d’étude. Néanmoins, les hépatocytes en culture perdent
rapidement leurs propriétés spécifiques et ont une capacité de prolifération restreinte
les rendant inutilisables pour les études de LMPCR necessitant de très importantes
quantités de cellules. Par ailleurs, certaines études ont rapporté l’infection possible
de lymphocytes par le virus HBV pouvant mener à l’apparition de lymphôme. Ainsi,
les cellules TK6 et leurs dérivés constituent un bon modèle pour l’étude des
fonctions de HBx sur divers mécanismes cellulaire fondammentaux, dont la
réparation de l’ADN. D’autre part, les UV étant un modèle d’étude de la voie NER,
mais n’étant évidemment pas pertinants pour l’étude de la carcinogénèse hépatique,
il serait interressant de vérifier si les mêmes effets sont observés suite à une
exposition à l’AFB1. Néanmoins, les UV constituent un modèle pertinent pour
l’étude de la lymphomagénèse induite par le HBV, puisque les lymphocytes peuvent
être exposés aux UV dans les microcapillaires sanguins situés à la surface de la peau.
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fi serait maintenant intéressant de comprendre les mécanismes par lesquels la
protéine HBX inhiberait la voie TCNER indépendamment de p53. Comme nous
l’avons vu dans l’introduction, HBx affecte de nombreuses voies intracellulaires ne
faisant pas intervenir la protéine p53, comme les voies NFid3 et MAPKs. Aucun lien
n’ayant été démontré entre la voie NFid3 et la voie TCNER, il serait interressant
d’orienter les études futures sur les voies MAPKs. En effet, une étude récente
suggèrent que la voie ERK stimulée par l’acétate de plomb, stimulerait la NER
(448). Les précédentes études ont montré que HBx affecte les voies MAPK en
l’absence de dommage à l’ADN (voir introduction paragraphe VI 2) b) ii) ).
Néanmoins, aucune étude n’a évaluer l’effet de la protéine HBx sur l’activation des
MAPKs suite à une irradiation aux UVB ou aux UVC. Afin de déterminer l’effet de
la protéine HBx sur l’activation des MAPKs suite à l’induction de dommages à
l’ADN, la phosphorylation des MAPK JNK et ERK a été analysée par
immunobuvardage de type western grâce à des anticorps spécifiques aux résidus
phosphorylés de celles-ci, après irradiation des cellules TK6 et TK6 HBx avec 20
1/m2 d’UVC 254nm (dose identique à celle utilisée pour les expériences de
réparation présentées dans l’article H). Comme le montre la figure 27 A), les cellules
exprimant HBx démontrent une hyperactivation (hyperphosphorylation) de JNK
suite à l’irradiation aux UVC, alors que les niveaux d’activation de base sont
semblables. Après quantification de ces résultats (figure 27 B)), on constate que dans
les cellules exprimant HBx, JNK est phosphorylée jusqu’à 50 fois plus que dans les
cellules TK6, le pic d’activation se situant une heure après l’irradiation dans les deux
lignées. Par ailleurs, l’analyse de la phosphorylation de ERK (figure 28), démontre
que HBx activerait ERK en l’absence de dommage à l’ADN (comparer TK6 HBx
NT avec TK6 NT, figure 2$ A)), alors qu’il n’y aurait pas d’activation de ERK après
irradiation avec des UVC dans les cellules TK6 HBx comparées aux cellules TK6
(figure 2$ B)). Ainsi, ces résultats suggèrent que la protéine HBx agirait au niveau de
la phosphorylation des MAPK. Étant donné que les MAPK jouent un rôle majeur
dans plusieurs mécanismes intracellulaires, il serait interressant de vérifier si
l’hyperactivation de JNK en présence de HBx suite à une irradiation aux UVC,




Figure 27. Analyse des niveaux de phosphorylation de JNK dans les cellules
TK6 et TK6 HBx.
A) analyse par immunobuvardage de type western de la phosphorylation de JNK aux
temps indiqués après irradiation avec 20 1/m2 UVC 254nm. Les protéines extraites
sont transférées sur une membrane PVDf (ImmobilonTM-P, Millipore), puis
hybridées avec un anticorps primaire anti-phospho SAPK/JNK ( Thr183/Tyr185,
Celi Signaling Technology), et révélées par chimioluminescence grâce à un anticorps
secondaire couplé à la peroxydase. B) Quantification des données à l’aide du logiciel
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Figure 2$. Analyse des niveaux de phosphorylation de ERK dans les cellules
TK6 et TK6 HBx.
A) analyse par immunobuvardage de type western de la phosphorylation de ERK aux
temps indiqués après irradiation avec 20 1/m2 UVC 254nm. Les protéines extraites
sont transférées sur une membrane PVDF (lmmobilon’M-P, Millipore), puis
hybridées avec un anticorps primaire anti-phospho p44/p4.2 ( Thr202/Tyr204, Celi
Signaling Technology), et révélées par chimioluminescence grâce à un anticorps
secondaire couplé à la peroxydase. B) quantification des données à l’aide du logiciel
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indépendante de p53. Ainsi, l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de JNK, le
SP600125, pourrait permettre de déterminer si cette hyperphosphorylation est
responsable de l’inhibition de la voie TCNER par HBx. En effet, les divers
mécanismes intracellulaires sont très finement régulés, et une perturbation de cet
équilibre pourrait avoir des conséquences majeures, notamment au niveau de la
réparation des dommages à l’ADN.
Outre son effet au niveau de la réparation de l’ADN et de l’apoptose, tels que
démontrés dans l’article II, il serait interressant d’évaluer l’effet de la protéine HBx
au niveau d’un autre mécanisme crucial de la réponse aux dommages à l’ADN,
l’arrêt du cylce cellulaire en phase Gi. En effet, suite à une exposition aux radiations
ionisantes, les cellules ayant une protéine p53 fonctionnelle vont arrêter leur cycle
afin de permettre la réparation de leur ADN. Par contre, les cellules déficientes en
p53 continueront leur cycle, permettant ainsi l’apparition de mutations menaçant
l’intégrité du génome. Néanmoins, p53 ne serait pas impliquée dans l’arrêt du cycle
cellulaire suite à une irradiation aux UVC. Afin d’évaluer l’impact de la protéine
HBx sur l’arrêt du cycle celllaire, les cellules TK6 (p53 ÷1÷) et NH32 (p53-!-),
exprimant ou non HBx ont été irradiées à des doses équitoxiques de 5 11m2 UVC
254nm et 150 rads d’IR. Les résultats obtenus présentés dans la figure 29 A)
démontrent qu’après irradiation aux UVC les quatre lignées arrêtent leur cycle en Gl
de façon similaire. Ces résutats confirment les études précédentes démontrant que
p53 n’intervient pas dans l’arrêt en Gi après exposition des cellules aux UVC. De
plus, HBx semblerait avoir soit aucun n’effet, soit un effet dépendant de p53, sur
l’arrêt du cycle en Gi après irradiation avec 5 J1m2 UVC 254nm. D’autre part,
l’irradiation de ces mêmes lignées isogéniques avec 150 rads de rayons y (figure 29
B)), entraîne un arrêt marqué du cycle cellulaire en Gi dans les cellules TK6, alors
que, comme démontré dans des études précédentes, les cellules déficientes en p53
(NH32) ne procèdent pas à un arrêt de leur cycle. De plus, les cellules TK6
exprimant HBx ont un défaut dans l’arrêt de leur cycle cellulaire en Gl. L’effet de la
protéine HBx sur l’arrêt du cycle cellulaire en Gi semblerait être dépendant de p53
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Figure 29. Pourcentage des cellules en phase GOIG1 après irradiation avec A) 5
J/m2 UVC254nm ou B) 150 rads IR.
Après irradiation, les cellules sont récoltées puis fixées et finalement marquées au
iodure de propidium et analysées par cytométrie en flux. Aucune différence
significative n’a été observée entre les différentes lignées non traitées. NT non
traitées. Moyenne de six expériences indépendantes.
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En conclusion, les travaux présentés dans cette thèse concernant l’élucidation
du rôle de la protéine p53 dans la réparation de l’ADN par excision de nucléotides
couplée à la transcription, ont permis de créer un lien entre les études précédentes
aux résultats divergents. Notre étude à non seulement un impact direct sur la
compréhension des mécanismes fondamentaux impliquant p53 en réponse aux
dommages à l’ADN, mais a aussi permis de clairement déterminer que les UVC
254nm et les UVB polychromatiques générent des réponses cellulaires très
différentes. Ainsi, ces travaux suggèrent qu’il serait beaucoup plus approprié
d’employer un rayonnement de type UVB polychromatique plutôt que des lampes
germicidales générant des UVC, pour des études concernant l’impact
environnemental des rayons UV sur diverses pathologies humaines, dont le cancer de
la peau.
D’autre part, les données obtenues concernant l’impact de la protéine HBx
sur les mécanismes cellulaires fondammentaux d’apoptose, d’arrêt du cycle
cellulaire et de réparation de l’ADN ont permis, pour la première fois, de démontrer
un rôle majeur de HBx dans la perturbation dc ces mécanismes suite à des
dommages à l’ADN. Ces résultats contribuent à mieux comprendre les mécanismes
menant à la carcinogénèse hépatique chez les individus infectés par le virus de
l’hépatite B. De plus, l’élucidation des mécanismes moléculaires exercés par HBx
pourrait permettre l’élaboration de nouveaux traitements limitant les risques de
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Résolution des fragments sur gel d’acrylamide, transfert
sur membrane de nitrocellulose et hybridation avec une
sonde radioactive brin-spécifique.
Figure 30. Représentation schématique de la technique de réaction en chaîne de
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